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La Sclerose en Plaques (SEP) es^ une maladie 
d6iDy61inisant:e du systdme nerveux central (SNC) dont: la 
cause reste encore inconnue. 

De nombr eux t:ra vaux ont: 6tay6 1 * hypo'thdse d ' une 
S 6tiologie virale de la maladie, mais aucun des virus 
connus testes ne s*est: av6r6 Stre 1* agent causal 
recherchS: une revue des virus recherchSs depuis des 
ann6es dans la SEP a 6t6 faite par E. Norrby (Prog. Ned. 
Virol., 1978; 24, 1-39) et R.T. Johnson (dans ''Handbook of 

10 clinical neurology, 47 Demyelinating diseases". Vinken P. 
et Bruyn G.W. , eds. Amsterdam, Elsevier Science 
Publishing, 1985, 319-336). Paralldlement, la possibility 
d*un facteur exogdne et/ou infectieux est sugg6r6e par 
1* existence d*6pid6mies localis^es ou "clusters** de SEP 

IS comme ce qui a 6t6 observe dans les lies Feroes entre 1943 
et 1960 (Cook 1980) , en Sardaigne (Rosati, 1988) , -en 
Norv6ge (Riisse, 1991) , ainsi que par les etudes sur les 
migrants (Elian, 1990) . Parmi tous les facteurs exogdnes 
sugg6r6s, les virus ont 6t6 6tudi6s le plus souvent et line 

20 6tiologie virale est classiquement 6voqu6e. 

L' observation, dans la SEP, de ph6nom6nes 
assimilables Sl une reaction d' auto- immunity a conduit H 
une hypothdse 6tiologique auto-immune "essentielle** (voir: 
Lisak R.P., Zweiman B. New Engl. J. Med. 1977; 297, 850- 

25 853, et, Lassmann H. et Wisniewski H.M. Arch. Neurol. 
1979; 36, 490*497) • Cependant, cette auto- immunity dirig6e 
centre certains composants du SNC s'est r6v61£e peu 
sp6cifique de la SEP et frSquente dans les inflammations 
du SNC, associSes ou non II une infection, ainsi que cela a 

30 €t6 montr6 par Hirayama M. et coll. (Neurology 1986; 36, 
276-8) , Kenneth G. Warren et coll. (Annals of Neurology 
1986; 20, 20-25) , Suzumura A. et coll. (Journal of 
Neuroimmunology 1986; 11, 137-47), et, Tourtelotte W. et 
coll. (Journal of Neurochemistry 1986; 46, 1086-93). De 

35 plus, comme l»a fait remarquer E.J- Field (The Ijancet 
1989; I, 1272.) aucune des thSrapeutiques immuno- 
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suppressives n'a permls d*obtenir des rSsultats d§cisif s 
contre la SEP. II semble maintenant probable que les 
manifestations '*auto-iininunes** sont indulges par un 
mScanisme d'origine virale : co-sensibilisa'tion k des 
S determinants viraux associSs Sl des molecules d'origine 
cellulaire, ph6nomdnes de mim&tisme mol6culaire, comme 
cela a et6 dScrit par Fujinami R.S et Oldstone M.B.A. 
(dans "Molecular mimicry: Cross-reactivity between 
microbes and host proteins as a cause of autoimmunity**. 

10 Oldstone M.B.A., ed. Current Topics in Microbiology and 
Immunology, vol. 145, Berlin, Springer-Verlag, 1989) ou, 
selon P. Rudge (Journal of Neurology, Neurosurgery and 
Psychiatry, 1991 54, 853-855), par expression de 
super ant igdnes retroviraux. 

15 Des travaux ont 6tay^ une hypothdse selQn 

laguelle un Retrovirus serait a l*origine de la maladie: 
la d6couverte rScente par A. Gessain et coll. (J. Infect. 
Disease 1988; 1226-1234), de syndromes neurologigues 
associ^s au virus HTLV-I, connu a I'origine comme agent de 

20 leuc^mies T de I'adulte, a conduit de nombreux auteurs, 
tels qpie H. Koprowski et coll. (Nature 1985; 318, 154), 
M. Ohta et coll. (J. Imunol. 1986; 137, 3440), E- P. Reddy 
et coll. (Science 1989; 243, 529), S-J. Greenberg et coll. 
(Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1989; 86, 2878), J.H. 

25 Richardson et coll. (Science 1989; 246, 821), S.L. Hauser 
et coll. (Nature 1986; 322, 176) et A. Karpas et coll. 
(Natiire 1986; 322, 177), a rechercher une implication de 
ce retrovirus humain dans la SEP, cependant sans succds ou 
avec des r6sultats Svoquant des reactions crois6es* 

30 Par ailleurs, il existe un moddle animal tr&s 

proche de la SEP, induit par un retrovirus: le virus 
MAEDI-VISNA du mouton. II est connu que 1» infection 
naturelle par ce virus peut provoquer deux types de 
maladies chez cet animal: le Maedi, une pneumonie 

35 interstitielle lymphocytaire qui peut survenir lors de la 
primo- infect ion par ce retrovirus et une pathologie 
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neiirologique demyelinisante tardive suivant g^nSralement 
une phase de latence prolongge, le Vlsna. La 
physiopa'thologie du Visna naturel concorde avec la plupairt 
des donn^es cliniques et biologiques de la SEP, comae le 
5 rapportent Johnson R.T. (Rev. Infect. Dis. 1985; 7, 66- 
67), Narayan O. et Cork L.C. (Rev. Infect. Dis. 1985; 7, 
89-98 ), et Nathanson N. et coll. (Rev. Infect. Dis. 1985; 
7, 75-82). L* infection exp§riinentale des moutons par 
inoculation intra-ventriculaire de souches neurovirulentes 

10 du virus VISNA a pemis d*^tablir la responsabilit£ de ce 
virus dans la gSndse de cette affection demyelinisante du 
mouton. Comme l^expliquent Nathanson N. et coll. (Rev. 
Infect. Dis. 1985; 7, 75-82), Hoffman P.M. et Panitch H.S. 
(dans "Handbook of clinical neurology, 12 : Viral 

15 diseases" R.R. Mc Kendall, ed. Elsevier Science 
Publishing, Amsterdam, 1989, 453-466), et A. Haase (Nature 
1986; 322, 130-136), elle difffere de I'infection naturelle 
par ses consequences neuropathologiques exacerb£es, mais 
reste proche de la SEP. II est de plus notable que, dans 

20 1* ensemble des travaux effectu^s sur ce sujet par les 
auteurs pr6cit6s, notamment, le virus Visna est 
r6gulidrement retrouv6 dans les cellules de plexus 
choroXde du cerveau qui constituent un site de latence et 
de replication occasionnelle du provirus Visna; la 

25 localisation de ces cellules ^ 1 • interface sang/liquide 
cephalorachidien (LCR) explique certainement ce phenom&ne. 

De plus, le module du Visna apporte une donn6e 
suppl&nentaire pour I'approche r6trovirologique de ce type 
de maladie. En effet, il s'avSre que, dans le cadre de 

30 1' infection naturelle de ces moutons, des coincidences 
4pidemiologic[ues et biologiques ont 6t6 observ6es entre 
d*une part, les pathologies du Maedi-Visna et d» autre 
part, 1 • adenomatose ovine pulmonaire ou Jaagsiekte, 
pathologie tumorale provoquee par un autre retrovirus, le 

35 JSRV (De Martini J.C. et coll., J. N.C.I. 1987; 79, 167- 
177; Rosadio R.H. et coll.. Vet. Pathol. 1988; 25, 58-66; 
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Dawson M. et coll., Br. Vet. J. 1990; 146, 531-537). Le 
JSRV est un retrovirus endogSne, voire la souche exogdne 
associ^e & xine famille d* Elements endogdnes, dont les 
propri6t6s inf ectieuses et oncogenes ont 6t6 mises en 
5 evidence (York D. F. et coll., J. Virol, 1992; 66, 4930- 
4939} • Or, il est notable que, dans des isolats naturels 
de moutons affect^s de maladies attributes so it au 
retrovirus Maedi-Visna, soit au retrovirus Jaagsiekte, on 
retrouve g6neraleraent les deux retrovirus (Dawson M. et 

10 coll., Br. Vet. J., 1990; 146, 531-537; York D.F. et 
coll., J. Virol., 1991; 65, 5061-5067). Cette coexpression 
et/ou coinfection semble indiquer un rdle synergicpie de 
ces deux retrovirus dans le cadre du Maedi (De Martini 
J.C. et coll., J.N.C.I., 1987; 79, 167-177). Ainsi, dans 

15 certaines techniques de purification d* isolats naturels 
sur gradient de saccharose, on a pu mettre en evidence 
1* existence de deux pics de sedimentation separes 
correspondant respect ivement au JSRV et au retrovirus 
Maedi-Visna (York D.F. et coll., J. Virol., 1991, 65, 

20 5061-5067). Ces donnees pennettent d'entrevoir la 
complexite d'une approche analytique visant ^ caracteriser 
un agent retroviral associe i une naladie donnee, h partir 
d' isolats naturels dans lesquels peuvent coexister 
plusieurs agents pathogdnes. 

25 Receimnent, un retrovirus, different des 

retrovirus humains connus a 6te isoie chez des patients 
atteints de SEP par H. Perron et coll. (Res. Virol., 1989, 
140, 551-561; dans: ''Current concepts in multiple 
sclerosis" Wietholter et coll., eds. Amsterdam, Elsevier, 

30 1991, plll-116; The Lancet, 1991, 337, 862-863). Les 
auteurs ont aussi pu montrer que ce retrovirus pouvait 
etre transmis in vitro, que des patients atteints de SEP 
produisaient des anticorps susceptibles de reconnaitre des 
proteines associees a 1* infection des cellules 

35 leptomeningees par ce retrovirus et que 1» expression de ce 
dernier pouvait etre fortement stimuiee par les gdnes 
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i]nm6diat:s*pr6coces de certains herpesvirus (Perron et 
coll.. Herpes simplex virus ICPO and ICP4 immediate-early 
proteins strongly enhance expression of a retrovirus 
harboured by a leptomeningeal eel Inline from multiple 
5 sclerosis. , 1993^ J. Gen. Virol., 74, 65-72). 

Tous ces r6sultats plaident en faveur du rOle 
dans la SEP d'au moins un retrovirus inconnu ou d'un virus 
ayant une activity transcriptase inverse detectable selon 
la methode publi^e par H. Perron et coll. (Res. Virol., 
10 1989, 140, 551-561) et qualifi6e d*activit6 ••RT de type 
LM7". 

Recemment, les travaux de la demanderesse ont 
permis d*obtenir deux lign6es continues de cellules 
infectees par des isolats naturels provenant de deux 

15 patients diffSrents atteints de SEP, par un precede de 
culture tel que decrit dans la demande de brevet n® -WO 
93/20188. Ces deux lignSes derivSes de cellules de plexus- 
choroxdes humains, denommSes LM7PC et PLI-2 ont et6 
dSposSes a 1*E.C.A.C.C. respect ivement le 22 juillet 1992 

20 et le 8 janvier 1993, sous les num^ros 92072201 et 
93010817, conformSment aux dispositions du trait6 de 
Budapest. Par ailleurs, les isolats viraux poss^dant line 
activity RT de type LM7 ont egalement 6t6 d6pos6s h 
I'E.C.A.C.C. sous la denomination globale de "souches". 

25 '*souche'* ou isolat hSberge par la lign^e PLI-2 , d6nommee 
POL-2, a 6t6 d^posee le 22 juillet 1992 sous le 
n* V92072202. La "souche" ou isolat h^berg^ par la lign6e 
IiM7PC, dfinomm^e MS7PG, et a et6 d6pos6e le 8 janvier 1993 
sous le n"" V93010816. 

30 A partir des cultures et des isolats pr6cit6s, 

caract^ris^s par des critSres biologiques et 
morphologiques, on s*est ensuite attach^ & caract^riser le 
materiel nucleique associe aux particules virales 
produites dans ces cultures. 

35 Ainsi, les objets de 1' invention sont les 

suivants: 



f 
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- i I'etat isolg ou purifie, et en t:an^ que 
materiel biologique, 1* association de deux agents 
patJiogdnes et/ou infectants associSs & la sclerose en 
plagues, H savoir, un premier agent qui consiste en un 

S virus humain, possSdant une activity transcriptase 
inverse, et apparent^ 3l une famille d* Pigments r6troviraux 
endog&nes, ou un variant dudit virus, et un second agent, 
ou un variant dudit second agent, ces deux agents 
pathogdnes et/ou infectants etant issus d*une mSme souche 

10 virale choisie parmi les souches d^nonunees respectivement 
POL*2, d6pos6e le 22. 07. 1992 auprds de I'ECACC sous le 
numfiro d'accSs V92072202, et MS7PG d^posee le 08.01.93 
auprds de I'ECACC sous le numSro d*acc&s V93010816, et 
parmi leurs souches variantes, 

15 - a l*6tat isol6 ou pur if i^, et en tant que 

materiel biologique, 1 'association de deux agents 
pathogdnes et/ou infectants associSs & la sclerose en 
plaques, h savoir, un premier agent consistant en un virus 
humain possSdant une activity transcriptase inverse, et 

20 apparent^ & une famille d' elements retroviraux endogdnes, 
ou un variant dudit virus, et un second agent, ou un 
variant dudit second agent, ces deux agents pathog6nes 
et/ou infectants etant produits par une m6me lign^e 
cellulaire choisie parmi les lign€es d£nomm£es 

25 respectivement PLI*2 deposee le 22.07.1992 auprds de 
I'ECACC sous le num6ro d'accds 92072201, et LM7PC d^posfie 
le 08.01.93 auprds de 1 ' ECACC sous le num^ro d * accte 
93010817, et par toutes cultures cellulaires infect6es 
susceptibles de produire l*un ou 1' autre des agents 

30 pathogdnes et/ou infectants, et/ou leurs variants, 

- a 1 *6tat isol£ ou purif 16, et en tant que 
materiel biologique, 1 'association de deux agents 
pathogdnes et/ou infectants, ^ savoir un premier agent 
consistant en un virus, ou un variant dudit virus, dont le 

35 g4nome comprend un fragment comprenant une sequence 
nuclSotidique comprenant une sequence nucl^otidique 
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choisie panni SEQ ID NOl, SEQ ID N02, SEQ ID N03, 
SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07, 

SEQ ID N08, SEQ ID N09 , leurs sequences 

coiDpl6ment:aires, ou comprenant une sequence Equivalence, 
S notamment une sequence nuclEotidique pr6sent:anC au molns 
50 % et pr6f6rentiel lament: au moins 70 % d*homologie avec 
une sequence nuclEotidique choisie parmi SEQ ID NOl, 
SEQ ID N02, SEQ ID K03 , SEQ ID N04 , SEQ ID N05, 

SEQ ID N06, SEQ ID N07 , SEQ ID N08, SEQ ID N09, et leurs 

10 sequences compl&mentaires, et un second agent pathogdne 
et/ou infectant, dont le genome comprend une sequence 
nucl6otldique comprenant une sequence nucl6otidique 
choisie parmi SEQ ID NOlO, SEQ ID NOll, et SEQ ID N012, et 
leurs sequences complEmentaires, ou comprenant une 

IS sequence 6c[uivalente, notamment une sequence nucl6otidique 
pr6sentant au moins 50 % et pref 6rentiellement au moins 
70 % d'homologie avec une sequence nuclEotidique choisie 
parmi SEQ ID NOlO, SEQ ID NOll, et SEQ ID NO 12, et leurs 
sequences compl6menta ires , 

20 - le proc6d6 de detection d'un premier agent 

pathogdne et/ou infectant, et/ou d'un second agent 
pathog6ne et/ou infectant, associ^s a la sclerose en 
plaques, caractferisfe en ce qu'on met en oeuvre au moins un 
fragment nucl6ique, 4 savoir un premier fragment dont la 

25 sequence nucl6otidique comprend une sequence nuclfiotidique 
choisie parmi SEQ ID NOl, SEQ ID N02, SEQ ID N03, 
SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID M07, 

SEQ ID N08, SEQ ID N09, et leurs sequences 

coiq>16mentaires, ou une sequence ^quivalente, notammment 

30 une sequence nuclfeotidique pr^sentant au moins 50 % et de 
preference au moins 70 % d^homologie avec une sequence 
nucieotidique choisie parmi SEQ ID NOl, SEQ ID M02, 
SEQ ID N03, SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID M06, 

SEQ ID N07, SEQ ID N08 , SEQ ID N09, et leurs sequences 

35 compl&nentaires, et/ou un second fragment dont la sequence 
nucl6otidique comprend une sequence nucl6otidique choisie 
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parmi SEQ ID NOlO, SEQ ID NOll, SEQ ID N012, et leurs 
Sequences complementaires, ou une sequence 6quivalente, 
notammment une sequence nucl^otidique prSsentant au moins 
50 % et de pr^f^rence au moins 70 % d'homologle avec une 
S sequence nucl^otldique choisie parmi SEQ ID NOlO, 
SEQ ID NOll, SEQ ID N012, et leurs sequences 

compl6raentaires, chacun desdits fragments pouvant 6tre une 
sonde de detection ou une amorce d 'amplification, 

• une composition diagnostique, prophylactique ou 

10 th^rapeutique, caracteris€e en ce qu'elle comprend un 
premier fragment nuclSique dont la sequence nuclSotidique 
comprend une sequence nuclSotidique choisie pami 
SEQ ID MOl, SEQ ID N02, SEQ ID N03 , SEQ ID N04, 

SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07 , SEQ ID N08, 

IS SEQ ID M09, et leurs sequences compl^mentaires, ou une 
sequence Squivalente, notammment une s6queiTce 
nucl6otidique pr^sentant au moins 50 % et de pr6f6rence au 
moins 70 % d'homologie avec une sequence nucl6otidique 
choisie parmi SEQ ID NOl, SEQ ID N02, SEQ ID N03, 

20 SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07^ 

SEQ ID N08, SEQ ID N09, et leurs sequences 

con^lSmentaires, et/ou un second fragment nucl6ique dont 
la sequence nuclSotidicjue comprend une sequence 
nucl^otidique choisie parmi SEQ ID NOlO, SEQ ID NOll, 

25 SEQ ID N012, leurs sequences complfementaires, ou une 
sequence ^quivalente, notammment une sequence 

nucl6otidic[ue pr6sentant au moins 50 % et de pr6f6rence au 
moins 70 % d'homologie avec une sequence nucl6otidique 
choisie parmi SEQ ID NOlO, SEQ ID NOll, SEQ ID N012, leurs 

30 sequences compl^mentaires, 

- un proc6d6 pour detecter et/ou identifier une 
association d' agents pathologiques et/ou infectants, 
associ^s a la sclferose en plaques, dans un Schantillon 
biologique, caract6ris6 en ce qu'on met en contact un ARM 

35 et/ou un ADN sp6cifique & chaque dit agent pathologique 
et/ou infectant, et/ou leur ARN et/ou ADN complfimentaire. 
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avec une association d'un fragment: nucl6ot:iclique et d*un 
second fragment nucleotidique, la sequence nucl6o^idique 
dudit premier fragment comprenant une sequence 
nucl^otidique choisie parmi SEQ ID NOl, SEQ XD N02, 
S SEQ ID NO 3, SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, 

SEQ ID N07, SEQ ID N08, SEQ ID N09, et leurs sequences 
complement a ires, ou une sequence 6quivalente« no^ammment 
une sequence nucl6otidique presentant au moins 50 % et de 
preference au moins 70 % d'homologie avec une sequence 

10 nucieotidique choisie parmi SEQ ID NOl, SEQ ID N02, 
SEQ ID N03, SEQ ID N04 , SEQ ID N05, SEQ ID N06, 

SEQ ID N07, SEQ ID N08, SEQ ID N09, et leurs sequences 
compiementaires, et la sequence nucieotidique dudit second 
fragment comprenant une sequence nucieotidic[ue choisie 

IS parmi SEQ ID NOlO, SEQ ID NOll, SEQ ID N012, et leurs 
sequences compiementaires, ou une sequence equivalen'be, 
notammment une sequence nucieotidique presentant au moins 
50 % et de preference au moins 70 % d'homologie avec une 
sequence nucieotidique choisie parmi SEQ ID NOlO, 

20 SEQ ID NOll, SEQ ID N012, et leurs sequences 

compiementaires , 

- un precede de detection d'un premier agent 
pathologique et/ou infectant, et/ou d'un second agen^ 
pathologique et/ou infectant, associes 3l la sclerose en 

25 plaques, caracterise en ce qu*on met en oeuvre un premier 
peptide code de manidre partielle ou totale par le premier 
fragment nucieotidique de 1* invention defini ci-dessus, 
et/ou un second peptide code de manidre partielle ou 
totale par le deuxidme fragment nucieotidique de 

30 1* invention defini ci-dessus, 

- une composition diagnostique, prophylactique ou 
therapeutique, caracterisee en ce qu'elle comprend le 
premier peptide et/ou le second peptide, definis ci- 
dessus, 

35 - une composition diagnostique, prophylactique ou 

therapeutique, caracterisee en ce qu'elle comprend un 



2728585 



10 

premier ligand specif ique du premier pep'tide de 
!• invention, et/ou un second ligand sp6cifique du second 
peptide de 1 * invention, 

- en tant que materiel nucl6ique, un fragment 
5 nucl6otidique & l"6tat isol6 ou purifife, caract6ris6 en ce 

qu*il comprend une sequence nuclSotidique choisie parmi 
SEQ ID NOl, SEQ ID N02, SEQ ID N03 , SEQ ID N04, 

SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07, SEQ ID N08, 

SEQ ID N09, SEQ ID NOlO, SEQ ID NOll, SEQ ID N012, et 

10 leurs sequences complementaires, ou une sequence 
gquivalente, notamment une sequence nucl6otidique 
presentant au moins 50%, et de pr6f6rence au moins 70% 
d'homologie, avec une sequence choisie parmi SEQ ID NOl, 
SEQ ID N03, SEQ ID N04 , SEQ ID N05, SEQ ID N06^ 

15 SEQ ID N07, SEQ ID N08, SEQ ID N09 , SEQ ID NOIO^ 

SEQ ID NOll, SEQ ID N012, et leurs sequences 

compl&nentaires , 

- un ARN ou ADN et notamment vecteur de 
replication, comprenant un fragment tel que d^fini au 

20 paragraphe precedent, 

- une amorce specif ique pour 1 • amplification par 
polymerisation d»un ARN ou d»un ADN d'un premier agent 
pathologique et/ou infectant, et/ou d'un second agent 
pathologique et/ou infectant, associes a la sclerose en 

25 plaques, caractfirisge en ce cju'elle comprend une sequence 
nucieotidique identique ou 6quivalente Sl au moins une 
partie d'un fragment tel que d6fini pr ec^demment , 
notamment une sequence nucl^otidique presentant au moins 
50%, et de preference au moins 70 % d*homologie avec au 

30 moins une partie dudit fragment, 

- 1' amorce precit6e, caract6risee en ce qu*elle 
possede une sequence nucieotidique choisie pan! 
SEQ ID N013, SEQ ID N014, SEQ ID N015, SEQ ID N016, 
SEQ ID N017, SEQ ID N018, SEQ ID N019, SEQ ID N020, 

35 SEQ ID N021, SEQ ID N022, SEQ ID N023, SEQ ID N024, 
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SBQ ID N025 et SEQ ID N026, et leurs sequences 
conpl&nenta ires , 

- une sonde de detection susceptible de 
s'hybrider sp6cif iquement avec un ARN ou un ADN d*\in 

5 premier agent pathologique et/ou infectant, et/ou d'lin 
second agent pathologique et/ou infectant, associ6s A la 
sclerose en plaques, caract6ris6e ce qu'elle comprend une 
sequence nucl6otidique identiqiie ou 6quivalente H au moins 
une partie d'un fragment tel que dSfini pr ficSdeimnent , 
10 notamment une sequence nuclSotidic|ue prSsentant au moins 
50%, et de pr6f6rence au moins 70 % d'homologie avec au 
moins une partie dud it fragment, 

- la sonde precit^e, caractSrisSe en ce qu'elle 
poss&de une sequence nucl6otidique choisie paxmi 

15 SEQ ID N013, SEQ ID N014, SEQ ID N015, SEQ ID N016, 

SEQ ID N017, SEQ ID N018, SEQ ID N019, SEQ ID N02O, 
SEQ ID N021, SEQ ID N022, SEQ ID N023, SEQ ID M024, 
SEQ ID N025, SEQ ID N02 6 et SEQ ID N03, SEQ ID N04 , 
SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07, SEQ ID NOlO, et 

20 SEQ ID NOll, et leurs sequences complfimentaires, 

- 1 •utilisation d*une sonde de 1' invention, ou 
d'une amorce de 1* invention, pour dStecter et/ou 
identifier, dans un 6chantillon biologique, un premier 
agent pathologique et/ou infectant, et/ou un second agent 

25 pathologic[ue et/ou infectant, associes & la sclerose en 
plaques, 

- en tant que materiel biologique, et & l*6tat 
purifi6 ou isol6, un agent pathogSne et/ou infectant 
caract6ris6 en ce qu'il comprend un acide nucl6ique 

30 comprenant une sequence nuclSotidique choisie parmi 
SEQ ID NO 10, SEQ ID NOll, SEQ ID NO 12 et leurs sequences 
compl6mentaires, ou une sequence equivalente, notamment 
une sequence nucl6otidique, pr6sentant au moins 50 % et 
pr6f6rentiellement au moins 70 % d'homologie avec une 

35 sequence nuclfeotidique comprenant une sequence 
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nucl6o^idique choisie pami SEQ ID NO 10, SEQ ID NOll, 
SEQ ID N012 et leurs sequences complemen^aires, 

- une composition diagnostique, prophylactique ou 
t:h6rapeut:ique antisens, notamment pour le traitement: de la 

5 sclerose en plaques, caractSrisSe en ce qu*elle comprend 
au moins une sequence nuclSotidicpie identique ou 
6quivalente h au moins une partie d'un fragment tel que 
d^fini pr£c6demment: , notamment: une sequence nucl6otidique 
pr6sentant au moins 50%, et de pr6f6rence au moins 70 % 
10 d'homologie avec au moins une partie dudit fragment, 

- un procSdS pour dStecter et/ou identifier, dans 
tin 6chantillon biologique, 1 'agent pathogdne et/ou 
infectant pr6cit6, caract6ris6 en ce qu'on met en contact 
un ARN et/ou un ADM specif ique audit agent, et/ou leur ADN 

IS et/ou ARN compl^mentaires, avec au moins un fragment 
comprenant une sequence nucl^otidique choisie parmi 
SEQ ID NOlO, SEQ ID NOll, SEQ ID N012 et leurs sequences 
compl6mentaires, ou une sequence equivalente, notamment 
une sequence nuclSotidique, prSsentant au moins 50 % et 

20 pr6f 6rentiellement au moins 70 % d'homologie avec une 
sequence nucl6otidique choisie parmi SEQ ID NOlO, 
SEQ ID NOll, SEQ ID NO 12 et leurs s6quences 

compl^mentaires , 

- le precede pr6cit6, caract6ris6 en ce que, 
25 avant de mettre en contact I'ARN et/ou I'ADN ou leur ADH 

et/ou ARN complement a ire, Ik la sonde, on hybride ledit ARN 
et/ou ledit ADN avec au moins une amorce d* amplification 
comprenant une sequence nucleotidique comprenant une 
sequence nucl6otidique choisie parmi SEQ ID N013 

30 SEQ ID N014, SEQ ID N015, SEQ ID N016, SEQ ID N017, 
SEQ ID N018, SEQ ID N019, SEQ ID N020, SEQ ID N021^ 
SEQ ID N022, SEQ ID N023, SEQ ID N024, SEQ ID N025 et 
SEQ ID N026, et leurs sequences compl Omenta ires, ou une 
sequence equivalente, notamment une sequence 

35 nucl6otidique, pr6sentant au moins 50 % et 
pr6ferentiellement au moins 7 0 % d'homologie avec une 
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sequence nucl^otidique choisie parmi SEQ ID N013 
SEQ ID N014, SEQ ID N015, SEQ ID N016, SEQ ID N017, 
SEQ ID N018, SEQ ID N019, SEQ ID K020, SEQ ID N021, 
SEQ ID N022, SEQ ID N023, SEQ ID N024, SEQ ID N025 
S SEQ ID N026, et: leurs sequences compl^mentaires, on 
amplifie ledlt ARN et/ou ADN, 

- un proc6d6 poixr quantifier, dans iin 6chantillon 
biologique, 1* expression d'un agent pathogdne et/ou 
infectant associ^ it la sclerose en plaques, caract6ris6 en 

10 ce qu*on met en contact un ARN et/ou un ADN specif ique 
audit agent et/ou leur ADN et/ou ARN compl^mentaires, i. au 
moins une sonde comprenant une sequence nucl£otidic[ue 
choisie parmi SEQ ID N013, SEQ ID N014, SEQ ID N015, 
SEQ ID N016, SEQ ID N017, SEQ ID N018, SEQ ID N019, 

IS SEQ ID N020, SEQ ID N021, SEQ ID N022, SEQ ID N023, 
SEQ ID N024, SEQ ID N025 et SEQ ID N026 et SEQ ID Na3, 
SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07, 

SEQ ID NOlO, et SEQ ID NOll et leurs sequences 
compl£mentaires, ou une sequence £quivalente, notamment 

20 une sequence nuclSotidique, pr6sentant au moins 50 % et 
pr6f 6rentiellement au moins 70 % d*homologie avec une 
sequence nuclSotidique consistant en une sequence 
nucl6otidique choisie parmi SEQ ID N013, SEQ ID N014, 
SEQ ID N015, SEQ ID N016, SEQ ID N017, SEQ ID N018, 

25 SEQ ID N019, SEQ ID N020, SEQ ID N021, SEQ ID N022, 
SEQ ID N023, SEQ ID N024, SEQ ID N025 et SEQ ID N026, et 
SEQ ID N03, SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06^ 

SEQ ID N07, SEQ ID NOlO, et SEQ ID NOll, et leurs 
sequences compl6mentaires, et on amplifie ledit ARN et/ou 

30 ADN. 

Avant de detainer 1' invention, differents temes 
utilises dans la description et les revendications sont & 
present d6finis : 

- par souche virale ou isolat, on entend toute 
35 fraction biologique infectante et/ou pathogdne, contenant 

par exemple des virus et/ou des bact^ries et/ou des 
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parasites, et caract:6risant le pouvoir pa^ogdne et/ou 
antig6nique, hSberg^e par une culture ou un hdte vivant, 

* le terme **HSRV** utilise dans la prteente 
description d6signe tout agent pathog&ne et/ou infectant, 
S ou associ6 & la sclerose en plaques, les souches attenu6es 
de ladite espdce virale, ou les particules defectives 
inter f6rentes dSrivSes de cette esp^ce. II est connu que 
les virus et particulidrement les virus contenant de I'ARN 
ont des taux relativement eievSs de mutation spontan6e 
10 (Fields and Knipe (1986) Fondamental Virology (Rev Press 
N.Y.)), dont il sera tenu conpte ci-apr6s poiir dfefinir la 
notion d'fequi valence, 

- par virus humain, on entend un virus 
susceptible d*infecter I'^tre humain, 

15 - compte tenu de toutes ces variations, les 

objets de la pr^sente invention dSfinis ci-dessus ont 6te 
exprim^s en tenant compte des Equivalents ou d6riv6s, 
notauoraent des sequences homologues nucl6otidiques ou 
peptidiques , 

20 - le variant d * un virus ou d * un agent pathogdne 

et/ou infectant comprend au moins un antigdne reconnu par 
au moins un anticorps dirigS centre au moins un antigdne 
correspondant dudit virus et/ou dudit agent pathogtoe 
et/ou infectant, et/ou dont le g&nome est d6tect6 par au 

25 moins une sonde et/ou au moins une amorce d* amplification 
nucl6otidique sp6cifique, comme par exemple celles 
choisies parmi SEQ ID N013, SEQ ID N014, SEQ ID N015, 
SEQ ID N016, SEQ ID N017, SEQ ID N018, SEQ ID N019, 
SEQ ID N020, SEQ ID N021, SEQ ID N022, SEQ ID N023, 

30 SEQ ID N024, SEQ ID N025 et SEQ ID N026 d ' hybridation, et 
leurs sequences complement a ires, dans des conditions 
d* hybridation dStermin^es bien connues de I'homme de 
1-art, 

- selon 1' invention, un fragment nucl6otidique ou 
35 un oligonuclfeotide est un enchalnement de monomdres, 

caracterise par la sequence, inf ormationnelle ou non, des 
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acides nucl^iques na^urels, suscep^ibles de s*hybrider & 
tout autre fragment nuclfiotidique dans des conditions 
pr6d6teniiin#es, 1 ' enchalnement pouvant contenir des 
monomdres de structures diff€rentes et #tre obtenu & 
5 paxrtir d*une molecule d*acide nucl^ique naturelle et/ou 
par recombinaison ggn^tiqpie et/ou par synthase chimique, 

• ainsi un monomdre peut 6tre un nucleotide 
naturel d'acide nucl^ique dont les il^ments constitutifs 
sont un Sucre, un groupenient phosphate et une base azot6e; 

10 dans 1*ARN le sucre est le ribose, dans l*AON le sucre est 
le d^soxy-2-ribose; selon qu'il s*agit de l*AON ou 1*ARN, 
la base azot^e est choisie panni 1 'adenine, la guanine, 
l*uracile, la cytosine, la thymine; ou un nucleotide 
modifie dans l*un au moins des trois 616ments 

IS constitutifs ; titre d'exemple, la modification peut 

intervenir au niveau des bases, g^n^rant des bases 
modifi£es telles que I'inosine, la mSthyl-S- 
d^soxycytidine, la d^soxyuridine, la dim6thylamino-5- 
d^soxyuridine, la diamino-2, 6-purine, la bromo-5- 

20 d6soxyuridine et toute autre base modifi6e favor isant 
1* hybridation, au niveau du sucre, ^ savoir le 
remplacement d'au moins un desoxyribose par un polyamide 
(P-E. Nielsen et al. Science, 254, 1497-1500 (1991)), et 
au niveau du groupement phosphate par exemple son 

25 remplacement par des esters notamment choisis parmi les 
esters de diphosphate, d'alkyl et arylphosphonate et de 
phosphorothioate , 

- par ""sequence inf ormationnelle** , on entend 
toute suite ordonn^e de monomdres, dont la nature chiraique 

30 et I'ordre dans un sens de reference constituent une 
Information f onctionnelle de meme quality que celle des 
acides nucl6iques naturels, 

* par hybridation, on entend le processus au 
cours duquel, dans des conditions appropri6es, deux 

35 fragments nucl6otidiques, ayant des sequences suffisamment 
complSmentaires, s'apparient pour former un brin multiple. 
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- une sonde est un fragment nucl^otidlque 
comprenant au moins dix monomeres, avantageusement de 10 & 
100 monomdres, poss^dant une specif icitS d' hybridation 
dans des conditions d6termin£es ; bien entendu dans 

S certaines conditions particulidres, il peut etre utile 
d*utiliser des sondes plus longues ; une sonde peut 6tre 
utilis6e & des fins de diagnostic telles que les sondes de 
captiire et/ou de detection, ou Sl des fins de th^rapie, 

- la sonde de capture peut Stre iiimobilis6e sur 
10 un support solide par tout moyen appropri^, c»est-4-dire 

directement ou indirectement, par exemple par covalence ou 
adsorption passive, 

- la sonde de detection est marquee au moyen d*un 
marqpieur choisi notamment parmi les isotopes radioactifs, 

15 des enzymes notamment choisis parmi la p^roxydase et la 
phosphatase alcaline et ceux susceptibles d • hydro ly ser mn 
substrat chromogdne, fluorig^ne ou luminescent, des 
composes chimiques chromophores , des composes chromog^nes, 
fluorigdnes ou luminescents, des analogues de bases 

20 nucl6otidigues, et la biotine, 

- les sondes utilisSes a des fins de diagnostic 
de 1' invention peuvent dtre mises en oeuvre dans toutes 
les techniques d' hybridation connues et notamment les 
techniques dites "DOT-BLOT" (MANIATIS et al. Molecular 

25 Cloning, Cold Spring Harbor, 1982) , "SOUTHERN BLOT" 
[SOUTHERN. E.M., J. Mol. Biol., 98, 503 (1975), "NORTHERN 
BLOT" qui est une technique identique d la technique 
"SOUTHERN BLOT" mais qui utilise de I'ARN comrae cible, la 
technique SANDWICH (DUNN A.R., HASSEL J. A., Cell, ii# 23 

30 (1977)] ; avantageusement , on utilise la technique 
SANDWICH dans la prfesente invention, comprenant une sonde 
de capture sp6cifique et/ou une sonde de detection 
specif ique, 6tant entendu que la sonde de capture et la 
sonde de detection doivent presenter une sequence 

35 nuclSotidique au moins partiellement diff6rente. 
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- une autre application de 1 * invention est une 
somle de th6rapie, ladite sonde etant susceptible de 
s'hybrider in vivo sur 1*ARN et/ou sur I'ADN pour bloquer 
les phfinomdnes de traduction et/ou de transcription, et/ou 

5 pour d6grader ledit AON et/ou ARN, 

- une amorce est une sonde comprenant au moins 
dix monomdres, et avantageuseinent de 10 & 30 monomdres, 
poss6dant une specif icit6 d* hybridation dans des 
conditions dfiterminfies pour 1' initiation d'une 

10 polymferisation enzymatique par exemple dans une technique 
d* amplification telle que la PCR (Polymerase Chain 
Reaction), dans un procfede d 'Elongation, tel que le 
s^quengage, dans une methode de transcription inverse ou 
analogue, 

15 * deux sequences nuclSotidiques ou peptidiques 

sont dites fequivalentes, si f onctionnellement elles jouent 
le mSme r61e, vis-S-vis de 1 'application consid6r6e, ou 
dans la technique dans laquelle elles interviennent; deux 
sequences equivalentes ou leurs complements sont 

20 susceptibles de s'hybrider I'une sur 1' autre; sont 
notamment Equivalentes deux sequences obtenues par 
variation naturelle ou non de I'une par rapport i 1» autre, 
ainsi que de sequences homologues, l*homologie 6tant 
dEfinie ci-aprds, 

25 - par variabilitS, on entend toute modification, 

spontanEe ou non d*une sEcjuence, notamment par 
substitution, et/ou insertion, et/ou deletion de 
nucleotides et/ou des fragments nuclSotidiques; une 
variability non naturelle peut rEsulter des techniqpies de 

30 g6nie gfenfetique utilisfees, par exemple du choix des 
amorces de synthase d6g6n6r6es ou non, retenues pour 
amplifier un acide nuclEique; cette variabilitS peut se 
traduire par des modifications de toute sequence de 
depart, considfirfee comme rfefSrence, et pouvant etre 

35 exprimEe par un degrE d'homologie par rapport d ladite 
sequence de reference. 
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- I'homologie caractSrise le degr6 de similitude 
de deux fragment:s nuclSotidiques ou peptidiques compares; 
elle est appr^ci^e par le degr6 d*homologie qui est 
notamment: d^tezminS par comparaison directe de sequences 

5 nucl6oditiques ou peptidiques obtenues k des sequences 
nucl6otidiques ou peptidiques de r6f6rence, 

- par peptide, oligopeptide ou prot6ine, on 
entend notaumnent tout peptide, oligopeptide ou prot6ine 
extrait, sSparS, ou substantiellement isol6, par 

10 1 ' intervention de la main de I'homme, notamment ceux 
obtenus par synthase chimique, ou par expression dans un 
organisme recombinant, 

- par peptide code de manidre partielle par un 
fragment nuclSotidique, on entend un peptide pr6sentant au 

IS moins 3 acides amines cod^s par au moins 9 monomftres 

contigus compris dans ledit fragment nuclSotidique, 

* un acide amin6 est dit homologue d'un autre 

acide aminS, lorsque leur caracteristiques physico* 

chimiques, telles que polarity, hydrophobicitS, et/ou 
20 basicity, et/ou acidity, et/ou neutrality, sont 

sensiblement les mSmes; ainsi, une leucine est homologue 

d'une isoleucine. 

Etant donnS qu*un virus poss6dant une activity 

enzymatique transcriptase inverse peut dtre g6n6tiquement 
25 caract6ris£ aussi bien sous forme d*ARN que d*ADN, il sera 

fait mention aussi bien de 1*ADN que de I'ARN viral pour 

caract^riser les sequences relatives it un virus poss^dant 

une telle activity transcriptase inverse. 

Etant donn6 que 1 ' agent pathogdne (MSRV) -2 a 6t6 
30 d6tecte tant en ADN qu'en ARN dans les cellules infect6es, 

le mfime raisonnement sera tenu a priori en ce qui le 

concerne . 

L* invention sera mieux comprise i la lecture de 
la description d^taillSe qui va suivre faite en reference 
3S aux figures annex6es< dans lescjuelles: 
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- la figure 1 represen^e la sequence de 'type 
MSRV-2A obtenue ^ partir des cultures LM? selon le 
protocole de Shih et coll. (J. Virol., 1989, 63, 64-75) ; 
cette sequence est identifiee sous la r6f6rence 

5 SEQ ID NOlO, 

• la figure 2 reprgsente des consensus g6n6raux 
en acides nucl6iques des sequences MSRV-IB amplifi^es par 
la technique PCR dans la region "pol**, & partir d'ADN 
viral issu des lign^es LM7PC et PLI-2, identifies sous les 
10 references SEQ ID N03, SEQ ID N04, SEQ ID N05, et 
SEQ ID N06, et le consensus conunun avec amorces 
d 'amplification portant la reference SEQ ID N07, 

- la figure 3 repr^sente I'arbre phylogenetlque 
des sequences de type MSRV-lB obtenues par PCR dans la 

15 region "pol" definie par Shih et coll., 

- la figure 4 donne la definition d'une trame -de 
lecture f onctionnelle pour chaque f ami lie de type MSRV- 
1B/'*PCR pol", lesdites families A ^ D etant definies 
respect ivement par les sequences nucieotidiques 

20 SEQ ID M03, SEQ ID N04 , SEQ ID N05, et SEQ ID N06, 
decrites a la figure 2, 

- la figure 5 donne un exemple de consensus des 
sequences de MSRV-2B, identifie par SEQ ID NOll, 

- la figure 6 est une representation de 
25 l*activite transcriptase inverse (RT) en dpm 

(desintegration par minute) , dans les fractions de 
saccharose preievees sur un gradient de purification des 
virions produits par les lymphocytes B en culture d*un 
patient atteint de SEP, 
30 - la figure 7 donne, dans les mSmes conditions 

qu"a la figure 6, le dosage de I'activite transcriptase 
inverse dans la culture d'une lignee de lymphocytes B 
obtenue i partir d'un temoin exempt de sclerose en 
plaques, 

35 - la figure 8 represente la sequence 

nucieotidique du clone PSJ17 {SEQ ID M09) 
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- la figure 9 representee la sequence 
nucl6otidigue SEQ ID N08, du clone dSnomine M003-P004, 

- la figure 10 representee la sequence 
nucieotidique SEQ ID N02 du clone Fll*l; la parole repfirte 

S entre deux fldches dans la region de 1* amorce correspond 2 
une variability impos6e par le choix de 1' amorce ayant 
servi au clonage de Fll-1; sur cette mdme figure, la 
traduction en acides amines est representee, 

- la ficrure 11 represente la sequence 
10 nucieotidique SEQ ID NOl, et une trame f onctionnelle de 

lecture possible en acides amines de SEQ ID NOl; sur cette 
sequence, les sequences consensus des t.ranscrip'tases 
inverses retrovirales sont soulignees, 

- la figure 12 represente la sequence 
15 nucieotidique SEQ ID N012 du clone denomme NSRV2EIil, 

- la figure 13 decomposee en trois planches 
successives 13/18 d 15/18 represente la traduction en 
acides amines de SEQ ID N012, incluant 1* amorce 
SEQ ID N013, selon 6 trames de lecture possibles, 

20 - la figure 14 presente un alignement de la 

sequence MSRV2-A (SEQ ID NOlO) sur la sequence MSRV2-EL1 
(SEQ ID NO 12) ; stur cette meme representation, la region 
d* hybridation de I'eunorce identifiee sous la reference 
SEQ ID N013, (hormis la queue de clonage) est encadree; 

25 celle de 1* amorce identifiee sous la reference 
SEQ ID N014, est signaiee entre des crochets, 

- la figure 15 donne les resultats d*une PGR, 
sous forme de photograph ie sous lumiere ultra*violette 
d*un gel d' agarose impregne de bromure d*ethidium, des 

30 produits d' amplification obtenus it partir des amorces 
identifiees par SEQ ID N014 et SEQ ID N015, 

- les figures 16 et 17 donnent les resultats 
d'une PGR, sous forme de photographie sous lumidre ultra- 
violette d'un gel d' agarose impregne de bromure 

35 d'ethidium, des produits d' amplification obtenus A partir 
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des amorces identifiees par SEQ ID N016, SEQ ID N017, 
SEQ ID N018, et SEQ ID N019. 

BXSMFLB 1: OBTENTION DE CLONES MSRV-2 PAR 
5 AMPLIFICATION DES REGIONS CONSERVEES DES GENES D'ADN- 
POLYNERASES ARN-DEPENDANTES SUR UNE PREPARATION D' AGENT 
INFECTANT PURIFIE A PARTIR DE CULTURE DE CELLULES DE LA 
LIGNEE LM7 

L*approche moleculaire a consists A ut:iliser une 

10 technique PCR publiSe par Shih et coll« (Detection of 
multiple, novel reverse transcriptase coding sequences in 
human nucleic acids : relation to primate retroviruses. J. 
Virol. 1989 ; 63, 64-75) qui permet d*amplifier une region 
relativement conserv^e du gdne pol des retrovirus exogdnes 

15 et endogdnes, mais aussi des virus codant pour une enzyme 
^ activity transcriptase inverse (RT) tels que notamment 
le virus de 1 'hepatite B et, implicitement , de tout gdne 
d*ADN polymerase ARN dSpendante ou d* enzyme prSsentant des 
homologies de sequences suffisantes dans les regions 

20 dSfinies par les amorces d 'amplification utilistes. Cette 
technicjue PCR a €t6 utilis^e sur les acides nuclfiiques 
extraits d'une preparation d' agent infectant purifi6e, 
obtenue selon le protocole d^crit par Perron et coll. 
(Research in virology 1992, 143, 337-350), a partir des 

25 surnageants de la culture LM7 d'origine (Perron et coll.. 
Res. Virol. 1989 , 140, 551-561) gardes congel6s k -80*C 
depuis lors. Les fractions contenant le pic d 'activity RT 
de type LM7 sont reprises dans un volume d'un tampon 
contenant du thiocyanate de guanidine (P.Chomzynski et N. 

30 Sacchi, Analytical Biochemistry, 1987, 162, 156-159) et 
sont stock&es i -80*'C jusqu*^ extraction des acides 
nucl6ic[ues selon la technique d6crite par P.Chomzynski et 
N. Sacchi (Analytical Biochemistry 1987 ; 162 , 156-159) . 

Pr6alablement a la reaction PCR, I'ARN de 

35 l»6chantillon a 6te transcrit en ADN compl6mentaire (ADNc) 
avec des amorces dites "random" (hexanucl6otides en 
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melange) Sl l*aide du Kit "cDNA synthesis system plus" 
(Amersham) , selon les instructions du fabricant et en se 
basant sur une valeur approximSe Sl un log prds de la 
quantity d'ARN present e dans l'€chantillon. 
S L'ADN obtenu apr%s amplification PGR de l*ADNc, a 

6t6 ins6r6 dans un plasmide k l*aide du kit TA Cloning^ 
(British Biotechnology) . Les 2^1 de solution d'ADN ont 6t6 
mSlang^s avec 5^1 d*eau distillSe sterile, 1/il d'un 
tampon de ligation 10 fois concentre "lOX LIGATION 

10 BUFFER*', 2m1 de "pCR™ VECTOR" (25 ng/ml) et 1^1 de "TA 
DNA LIGASE". Ce m€lange a et6 incube une nuit ^ 12 ^C. Les 
stapes suivantes ont 6te realisSes conform6ment au 
instructions du kit TA Cloning^. A la fin de la procedure, 
les colonies blanches de bactfiries recombinantes ont 6t6 

15 repiqu6es pour 6tre cultivSes et permettre 1' extraction 
des plasmides incorpores selon la procedxire dite 'de 
"miniprep" (Sambrook J., Fritsch E.F., et Naniatis T. , 
Molecular cloning, a laboratory manual. Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, 1989) . La preparation de plasmide de 

20 chaque colonie recombinante a 6te coup6e par une enzyme de 
restriction appropri^e et analysSe sur gel d* agarose. Les 
plasmides poss^dant un insert detects sous lumi&re UV 
aprds marquage du gel au bromure d*6thidium, ont 6t6 
seiectionn6s pour le s^quen^age de 1* insert, apr&s 

25 hybridation avec une amorce compl6mentaire du promoteur 
Sp6 present sur le plasmide de clonage du *"TA cloning 
kit" . La reaction pr^a lable au s6quengage a ensuite fet* 
effectu^e selon la methode pr6conis6e pour 1 'utilisation 
du kit de sSquen^age "Prism ready reaction kit dye 

30 deoxyterminator cycle sequencing kit" (Applied Biosystems, 
ref. 401384) et le sequen^age automat ique a fite r6alis6 
avec l*appareil "Automatic Sequencer", moddle 373 A 
Applied Biosystems selon les instructions du fabricant. 

Les sequences obtenues ont ensuite 6t6 analys6es 

35 a I'aide des logiciels Mac Vector* et Genevorks* sur 
banque de donn6es inf ormatiques Genebank*, pour les 
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sequences nuclSiques, et: Swiss Pro^<B, pour les sequences 
en acides amines d^duites des trames de lecture mises en 
Evidence dans les sequences nucl61ques* L* analyse des 
sequences obtenues h partir de l*echantillon viral 
5 provenant des surnageants LM7 d^congel^s, et pur if 16 au 
pic d' activity transcriptase inverse sur gradient de 
saccharose, a mis en Evidence une population majoritaire 
de clones (environ 42% des clones) , relativement h la 
repr§sentativite individuelle des autres sequences 

10 (tou jours inferieure Sl 5%, voire 10% pour un petit 
nombre) , et pr^sentant des homologies partielles avec des 
retrovirus connus dans la region "pol" attendue. Ce clone 
est dSnornm^ MSRV2-A et identifiS par SEQ ID NOlO 
(Of. Fig. 1) • La region amplif i4e entre les amorces PCR 

IS est homologue it la sequence correspondante MSRV2-B 
identifiSe par SEQ ID NOll (Cf. Fig, 5), dfecrite dans 
l*exemple 2. Les differences observ^es dans les sequences 
situ6es au niveau des amorces PCR s *explic[uent par 
1' utilisation d* amorces d^gSnerees en melange, utilis6es 

20 dans des conditions techniques diff^rentes. 

L' interrogation de la banque de donnSes Genebank^ 
actualis^e i ce jour n'a pas permis de mettre en Evidence 
une sequence identique ou presentant des homologies 
signif icat ives . 

25 Cette sequence est pr6sent6e dans la figure 1. 

Elle pr6sente un cadre de lecture ouvert en phase avec les 
deux amorces PCR retrouvSes aux extremites, mais elle est 
plus courte que 1* ensemble des sequences rfitrovirales 
connues dans la region attendue entre ces amorces. Une 

30 dSlStion de 45 paires de bases (15 acides amines) y est 
observ6e S la suite de la sequence de 1' amorce amont alors 
que les sequences prScSdant 1* amorce aval sont pr6sentes. 
Cependant la trame de lecture est ouverte et ininterrompue 
sur toute la sequence incluant les amorces et la sequence 

35 en acides aroints dSduite pr6sente une homologie 
significative avec la region correspondante des retrovirus 
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connus. Dans la sequence interne aux amorces PGR, les 
acides amines E, R, Q, P et D, norma lement assez bien 
conserves dans cette region pol des retrovirus et des 
virus avec activity transcriptase inverse connus (Shih et 
5 coll., J. Virol., 1989, 63, 64-75) sont retrouvte 
conserves aux bonnes positions dans la trame de lecture de 
la sequence originale. 

Enfin, etant donn^ que cette sequence est 
suffisamment divergente des sequences retrovirales d6jd 

10 dScrites dans les banques de donnees, on peut avancer 
q[u'il s'agit d*une sequence appartenant a un nouvel agent 
infectant et/ou pathogSne, d^nomm^ MSRV-2A. Get agent 
s*apparente ^ priori, d*apres 1' analyse des sequences 
obtenues, k un retrovirus, mais, etant donn^e la technique 

15 utilis^e pour obtenir cette sequence, il peut aussi s'agir 
d*un virus k ARN dont le genome code pour une enzyme qui 
possdde accessoirement une activity transcriptase inverse 
comme c'est le cas, par exemple, pour le virus de 
I'hepatite B, HBV (Shih et coll., J. Virol., 1989, 63, 64- 

20 75) . De plus, le caractdre al§atoire des amorces 
d6g^n6r6es utilis^es pour cette technique d' amplification 
PGR peut tr^s bien avoir permis, du fait d* homologies de 
sequences impr6vues ou de sites conserves dans le g6ne 
d*une enzyme apparentSe, 1 'amplification d*un acide 

25 nucl6ique provenant d'un agent pathog^ne et/ou co- 
inf ectant prokaryote ou eukaryote (protiste) . 

BXEMPLB 2: OBTENTION DE CLONES, DEFINISSANT ON 
RETROVIRUS MSRV-1 ET UN AGENT CO-INFECTANT MSRV2 PAR 
30 AMPLIFICATION PCR "NICHEE" DES REGIONS POL CONSERVEES DES 
RETROVIRUS, SUR DES PREPARATIONS DE VIRIONS ISSUES DES 
LIGNEES LM7PC ET PLI-2 

Une technique PCR deriv^e de la technique publi6e 
par Shih et coll. (J. Virol., 1989, 63, 64-75) a 6t6 
35 utilis6e. Cette technique permet, par traitement de tous 
les composants du milieu r^actionnel par l*ADNase, 
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d'61iminer ^outie trace d*AON cont.aininant . Elle perme't 
paralldlement, par 1 'utilisation d'amorces diff6rentes 
mais chevauchantes dans deux series success ives de cycles 
d* amplifications PCR, d'augmenter les chances d' amplifier 
S un ADNc synth6tis6 d partir d*une quantity d'ARN faible au 
depart et encore r^duite dans 1 *6chantillon par Inaction 
parasite de l*ADNAse sur I'ARN. En effet, I'ADNase est 
utilis6e dans des conditions d* activity en excds qui 
permettent d'Sliminer toute trace d*ADN contaminant avant 

10 inactivation de cette enzyme restant dans 1 *6chantillon 
par chauffage i 85 pendant 10 minutes. Cette variante de 
la technic[ue PGR dScrite par Shih et coll., a 6t6 utilis6e 
sur un ADNc synth^tisS Sl partir des acides nucl6iques de 
fractions de particules infectantes purifi€es sur gradient 

IS de saccharose selon la technique dScrite par Perron et 
coll- (Research in Virology, 1992, 143, 337-350) Si partrir 
de I'isolat "POL-2" (ECACC n*»V92072202) produit par la 
lign^e PLI-2 (ECACC n**92072201) d'une part, et i partir de 
I'isolat MS7PG (ECACC n*»V93010816) produit par la lign6e 

20 IiM7PC (ECACC n** 93 0108 17) d* autre part, Ces cultures ont 
6t6 obtenues selon les mfethodes ayant fait I'objet des 
demandes de brevet publiees sous les n"* WO 93/20188 et WO 
93/20189. 

Aprds clonage avec le TA Cloning Kit* des 
25 produits amplifies par cette technique et analyse de la 
sequence i l*aide du s^quen^eur automatique selon ce qpii 
est d6crit dans I'exemple 1, les sequences ont 6t6 
analys6es h I'aide du logiciel Genevorks*, sur la demidre 
version disponible de la banque de donn6es Genebank*. 
30 Les sequences donees et sSquencSes d partir de 

ces 6chanti lions correspondent notamment d deux types de 
sequences: un premier type de sequence, retrouv6 dans la 
majority des clones (55% des clones issus des isolats POL- 
2 des culture PLI-2, et, 67% des clones issus des isolats 
35 MS7PG des cultures LM7PC) qui correspond ^ une famille de 
sequences "pol" proches mais diffferentes du retrovirus 
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endog^ne himain d^nomm^ ERV-9 ou HSERV-9, et un second 
t:ype de sequence qui correspond d des sequences ^r&s 
for^emen't homologues & la sequence at:t:ribu&e & un agent: 
infec1:an't et:/ou pa'thogdne d^nomroS pr^c^demment: MSRV-2. 
S Le premier type de sequences repr6sent:ant la 

majority des clones est: constitute de sequences dont la 
variability permet de definir cjuatre sous*f ami lies de 
sequences. Ces sous-families sont suffisamment proches 
entre elles pour qu*on puisse les considerer comme des 

10 quasi-espdces provenan^ d*un m€me retrovirus, ^tel que cela 
est bien connu pour le retrovirus HIV-1 par exemple 
(Heyerhans et al-. Cell 1989, 58, 901-910), ou comme le 
r^sultat de 1 • interference avec plusieurs provirus 
endog%nes co-r6gul6s dans les cellules productrices. Ces 

15 616ments endogdnes plus ou moins dtfectif s sont sensibles 
aux m&mes signaux de regulation g^nSrSs 6ventuellement par 
un provirus rtplicatif, puisqu*ils appartiennent & la m&ae 
feunille de retrovirus endogdnes (Linial M.L. and Miller 
A.D., dans "Current topics in microbiology and 

20 immunobiology . Retroviruses, strategies of replication" 
vol. 157, P125-152; Swanstrom R- et Vogt P.K., 6diteurs, 
Springer-Verlag, Heidelberg 1990) . Cette nouvelle faunille 
de retrovirus endogenes ou, alternativement, cette 
nouvelle espdce retrovirale dont on a obtenu en culttire la 

25 generation de cjuasi-espdces, et qui contient un consensus 
des sequences decrites ci-dessous est denommee MSRV-IB. 

Dans la figure 2 sont presentees les sequences 
des differents clones MSRV-IB sequences lors de cette 
experience, ces sequences etant respect ivament identifiees 

30 par SEQ ID N03, SEQ ID N04 , SEQ ID N05, et SEQ ID N06. Ces 
sequences presentent une homologie en acides nucieiques 
allant de 70% i 88% avec la sequence HSERV9 r6f6r;enc6e 
X57147 et M37638 dans la base de donnees Genebank*. 
L'arbre phylogenetique de ces sequences est pr6sent6 dans 

35 la figure 3. Dans cette figure, les sous-families B, C, 
D representent les sequences qui ont 6te retrouvees de 
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manidre pr6pond6rante dans des experiences similaires 
r6p6t:6es ult6rieurement, dans les gchantillons d'ARN pur 
de virions purifies & partir des isolat:s MS7PG e't POL-2. A 
partir de ces families de s^ciuences, c[ua^re sequences 
5 nucl6iques ''consensus'* representatives de differences 
quasi-espdces d'un retrovirus MSRV*1B eventuellement 
exogdne, ou de differentes sous- families d'un retrovirus 
endogene NSRV-IB, ont ete definies. Ces consensus 
representatif s sont presentes dans la figure 4, avec la 

10 traduction en acides amines. Une trame de lectiire 
f onctionnelle existe pour chaque sous-famille de ces 
sequences MSRV-IB, et I'on peut voir que la trame de 
lecture ouverte f onctionnelle correspond A ctiaque fois & 
la sequence en acides amines venant en deuxidme ligne sous 

IS la sequence en acide nucieiques. Le consensus general de 
la sequence MSRV-lB, identifie par SEQ ID N07 et obtenu 
par cette technique PGR dans la region "pol" est presente 
dans la figure 2. 

Le deuxidme type de sequence representant la 

20 majorite des clones sequences est represente par la 
sequence MSRV-2B presentee dans la figure 5 et identifiee 
par SEQ ID NOll. La region amplifiee entre les amorces PGR 
est homologue Sl une base prSs & la sequence MSRV2-A 
(SEQ ID n* 10 selon Fig.l) interne aux amorces PGR decrite 

25 dans I'exemple 1. Les differences observees dans les 
sequences correspondant aux amorces PGR s'expliquent par 
1 'utilisation d' amorces d6gener6es en melange utilisees 
dans des conditions techniques differentes* 

Les sequences MSRV-2A (SEQIDNOlO) et MSRV-2B 

30 (SEQ ID NOll) sont h 1 'evidence homologues, voire 
identiques, issues du meme organisme et suffisanment 
divergentes des sequences r6trovirales dej4 decrites dans 
les banques de donnees pour qu'on puisse avancer qu'il 
s'agit d'une region de sequence appartenant a un nouvel 

35 agent infectant, denomme MSRV-2, Get agent infectant 
s'apparenterait d priori, d'aprfes 1' analyse des premieres 
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sequences obtenues, & un retrovirus, mais, etiant donn6e la 
technique utilisee pour obtenir cette sequence, il 
pourrait aussi s*agir d*un virus d ARN dont le genome code 
pour une enzyme qui possdde accessoirement une activity 
5 transcriptase inverse comme c'est le cas, par exemple, 
pour le virus de 1 "hepatite B, HBV (Shih et coll», J. 
Virol., 1989, 63, 64-75). De plus, le caractdre al6atoire 
des amorces deg^n^rees utilis6es pour cette technique 
d' amplification PGR peut trfis bien avoir permis, du fait 
10 d' homologies de sequences imprfevues ou de sites conserves 
dans le g6ne d*une enzyme apparent^e, 1 ' amplification d*un 
acide nuclfeique provenant d*un agent pathog^ne et/ou co- 
infectant prokaryote ou eukaryote (protiste) . 

15 EXENPLB 3 : OBTENTION DE CLONES, DEFINISSANT UME 

FAMILLE MSRV-1 et MSRV2 , PAR AMPLIFICATION PGR ••NICHEE" 

DES REGIONS POL GONSERVEES DES RETROVIRUS, SUR DES 

PREPARATIONS DE LYMPHOCYTES B D'UN NOUVEAU GAS DE SEP 

20 La meme technique PGR modififie d'aprds la 

technique de Shih et coll. a 6t6 utilisee pour amplifier 
et sequencer le materiel nucl6ique ARN present dans une 
fraction de virions purifiSe au pic d» activity 
transcriptase inverse "de type LM7", sur gradient de 

25 saccharose selon la technicjue dficrite par Perron et coll., 
(Research in Virology 1992, 143, 337-350), et selon les 
protocoles mentionnSs dans l"exemple 2, d partir d'une 
lign6e lymphoblastoide spontanfee, obtenue par auto- 
immortalisation en culture de lymphocytes B d'un patient 

30 SEP s6ropositif pour le virus d'Epstein-Barr (EBV) , apr6s 
mise en culture des cellules lymphoxdes sanguine dans un 
milieu de culture appropriS contenant une concentration 
appropriSe de cyclosporine A- Une representation de 
I'activitfe transcriptase inverse dans les fractions de 

35 saccharose pr61ev6es sur un gradient de purification des 
virions produits par cette lign&e est pr6sent6e dans la 



2728585 



29 

figure 6. De mSme, les surnageants de culture d*une lign6e 
B obtenue dans les memes conditions Si partir d*un t&Qoin 
exempt de sclerose en plagues ont 6t6 trait6s dans les 
m&nes conditions, et le dosage de 1' activity transcriptase 
5 inverse dans les fractions du gradient de saccharose s*est 
av6r6 n6gatif partout (bruit de fond) et est pr6sent6 dans 
la figure 7. La fraction 3 du gradient correspondant A la 
lign6e B de SEP et la mgrne fraction sans activity 
transcriptase inverse du gradient tSmoin non-SEP, ont 6t6 
10 analys4es par la mSme technigue RT-PCR gue pr6c6denment , 
d£riv6e de Shih et coll., suivie des inSines 6tapes de 
clonage et de s6guen<;age tels gue decrites dans les 

exeinples 1 et 2. 

II est tout h fait: notable gue les s^guences de 

15 type MSRV-l et MSRV-2 so lent retrouv6es dans le seul 
materiel associ6 2 un pic d* activity transcriptase inverse 
"de type LM7" provenant de la lignSe lymphoblastoXde B de 
SEP. Ces s€guences n'ont pas 6t6 retrouvSes avec le 
mat6riel de la lign^e lymphoblastoxde B t6moin (non-SEP) 

20 dans 26 clones recombinants pris au hasard. Seules les 
s6guences contaminantes de type Mo-MuLV provenant de la 
transcriptase inverse commerciale utilis6e pour l*6tape de 
synthase de I'ADNc et des s^guences sans analogie 
r6trovirale particulidre ont 6t6 retr6uv6es chez ce 

25 t&noin, du fait de 1 'amplification "consensus* des 
s6guences de polymerases homologues gue realise cette 
technigue PGR. De plus, 1* absence de cible concentr^e gui 
fait competition pour la reaction d' amplification dans 
l*echantillon tSmoin permet 1 • amplification de 

30 contaminants dilu6s. La difference de r^sultats est & 
l»6vidence hautement significative (chi-2, p<0,001). 

BXEMPLB 4: OBTENTION D»UN CLONE PSJ17, 
DEFINISSANT UN RETROVIRUS MSRV-l, PAR REACTION DE 
35 TRANSCRIPTASE INVERSE ENDOGENE SUR UNE PREPARATION DE 
VIRION ISSUE DE LA LIGNEE PLI-2. 
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Ce'tte approche vise a obtenir des sequences d*ADN 
r6teoteanscrites & par^ir de I'ARN suppose retroviral dans 
I'isolat, en utilisant: 1* activity transcriptase inverse 
pr6sente dans ce roSme isolat. Cette activity transcriptase 
S inverse ne peut thgoriquement fonctionner qu*en presence 
d*un ARN retroviral, 116 & un ARNt amorce ou hybrid^ A des 
brins courts d'AON d€jSi r6tro-transcrits dans les 
particules rfetrovirales (Lori F. et coll., J. Virol,, 
1992, 66, 5067*5074). Ainsi I'obtention de sequences 

10 retrovirales specif iques dans un materiel containing par 
des acides nuclSiques cellulaires, a 6te optimisee selon 
ces auteurs grflce d 1 "amplification enzymatique sp6cifique 
des portions d*ARN viraux par une activity transcriptase 
inverse virale. Les auteurs ont pour cela, determine les 

15 conditions physico*chimiques particuli^res dans lesquelles 
cette activity enzymatique de transcription inverse sxir 
des ARN contenus dans des virions pouvait 6tre effective 
in vitro; Ces conditions correspondent Sl la description 
technique des protocoles pr^sent^s ci-dessous (reaction de 

20 RT endogdne, purification, clonage et sSquen^age) . 

L* approche mol^culaire a consists & utiliser une 
preparation de virion concentre, ma is non pur if 16, obtenu 
d partir des surnageants de culture de la lign6e PLI-2 
prepares selon la m^thode suivante : les siirnageants de 

25 culture sont collectes deux fois par semaine, pr6- 
centrifugSs & 10 000 trs/min pendant 30 minutes pour 
61iminer les debris cellulaires, et ensuite, congel6s & 
-80 ®C ou utilises tels que pour les stapes suivantes. Les 
surnageants frais ou d^congel^s sont centrifuges sur un 

30 coussin de PBS-glycerol 30% a 100 OOOg (ou 30 000 trs/min 
dans un rotor LKB-HITACHI de type 45 T) pendant 2h i 4«C. 
Aprds elimination du surnageant, le culot sediments est 
repris dans un petit volume de PBS et const itue la 
fraction de virion concentre, ma is non purifie* Cet 

35 echantillon viral concentre mais non pur if 16 a ete utilise 
pour effectuer une reaction dite de transcription inverse 
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endogdne, telle que decrite ci-apres : un volume de 200m1 
de virion purifiS selon le protocole d^crit: ci-dessus et 
contenant: une activite transcriptase inverse d» environ 1-5 
millions de dpm est dScongelS d 37 "^C jusqu*a apparition 
S d*une phase liquide, puis plac^ sur de la glace. Un tampon 
5 fois concentr€ a 6t6 prepare avec les composants 
suivants: Tris-HCl pH 8.2, 500 mM; NaCl 75 mM; NgC12 25 
mN; DTT 75 mM et MP 40 0,10 %. 100 /il de tampon 5X + 25 Ml 
d*une solution de dATP lOOmM + 25 m1 d'une solution de 

10 dTTP lOOmM + 25/11 d'une solution de dGTP lOOmN + 25 til 
d*une solution de dCTP lOOmM + 100 /il d'eau distill6e 
stferile + 200 ^1 de la suspension de virions (activity 
T.I. de 5 millions de DPM) dans le PBS ont 6t6 m61ang6s et 
incubus a 42*»C pendant 3 heures. Aprds cette incubation le 

15 melange r^actionnel est directeroent ajout:6 ^ un melange 
tamponnS phfenol/chlorof orme/alcool isoamyligue (Sigma ref . 
P 3803) ; la phase aqueuse est collect^e et un volume d'eau 
distill6e stSrile est ajoutS a la phase organique pour rfe- 
extraire le materiel nuclfeique r^siduel. Les phases 

20 aqueuses collect^es sont regroupSes et les acides 
nucl6iques contenus sont pr6cipit6s par addition d' acetate 
de sodium 3M, pH 5,2 au 1/10 de volume + 2 volumes 
d'6thanol + 1^1 de glycogdne (Boehringer-Mannheim ref. 901 
393) et mise ^ -20*C de 1 'Schantillon pendant 4h ou la 

25 nuit a +4**C. Le precipitS obtenu aprds centrifugation est 
ensuite lav6 avec de l*6thanol & 70% et resuspendu dans 60 
ml d*eau distill4e. Les produits de cette reaction ont 
ensuite 6t6 purifies, clones et s£quenc€s selon les 
protocole d6crit ci-apr6s: des ADM bouts francs avec des 

30 adenines non-appari6es aux extremities ont 6t6 gen6r6s: 
une rfeaction de "remplissage" a d'abord et6 effectu6e: 25 
/il de la solution d'ADN prfecedemment purififee ont 6t6 
melanges avec 2/11 d*une solution 2.5 mM contenant, en 
quantity equimolaire, dATP + dGTP + dTTP + dCTP / 1 Ml 

35 d'ADN polymferase T4 (Boehringer-Mannheim ref. 1004 786) / 
5 Ml lOX "incubation buffer for restriction enzyme" 
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(Boehringer-Mannheim ref. 1417 975) / 1 m1 d"une solution 
& 1% de s^rum-albumine bovine / 16 /il d*eau distill6e 
sterile. Ce melange a 6t:6 incub6 20 minutes i ll^C. 50^1 
de tampon TE et 1^1 de glycog&ne (Boehringer-Mannhein ref • 
5 901 393) y ont 6t6 ajoutSs avant extraction des acides 
nucl6iques avec du ph^nol/chloroforme/alcool isoamylique 
(Sigma ref. P 3803), et precipitation & l*ac6tate de 
sodium comme d6crit prSc^demment. L'AON precipit^ apr&s 
centrifugation est resuspendu dans 10 ^1 de tampon 10 mM 

10 Tris pH 7»5. Puis, 5^1 de cette suspension ont 6t6 
melanges avec 20^1 de tampon Taq 5X, 20 Ml de 5mM dATP, 
iMl (5U) de Taq ADN polymerase (Amplitaq™) et 54 m1 d»eau 
distiliee sterile. Ce melange est incube 2 h a 75«C avec 
un film d^huile ^ la surface de la solution. L*AON en 

15 suspension dans la solution aqueuse pr61evee en dessous du 
film d*huile aprds incubation est precipite comme d6cr^it 
precedemment et resuspendu dans 2 Ml d'eau distiliee 
sterile. L'ADN obtenu a ete insere dans un pl2uiiide k 
l*aide du kit TA Cloning™. Les 2m1 de solution cl*AON ont 

20 ete melanges avec 5m1 d'eau distiliee sterile, 1m1 d'un 
tampon de ligation 10 fois concentre "lOX LIGATION 
BUFFER", 2m1 de "pCR™ VECTOR" (25 ng/ml) et 1 m1 de "TA 
DNA LIGASE". Ce melange a ete incub6 une nuit 3l 12 •C. Les 
etapes suivantes ont ete realisees conformement au 

25 instructions du kit TA Cloning® (British Biotechnology) . A 
la fin de la procedure, les colonies blanches de bacteries 
recombinantes (white) ont ete repiquees pour 6tre 
cultivees et permettre 1' extraction des plasmides 
incorpores selon la procedure dite de "miniprep" (Sambrook 

30 J., Fritsch E.F., et Maniatis T. , Molecular cloning, a 
laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, 
1989) . La preparation de plasmide de chaque colonie 
recombinante a ete coupee par une enzyme de restriction 
appropriee et analysee sur gel d* agarose. Les plasmides 

35 possedant un insert detecte sous lumidre UV apr^s marquage 
du gel au bromure d*ethidium, ont ete seiectionnes pour le 
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s^quengage de 1' insert, aprds hybridation avec vine amorce 
compl&aentaire du promoteur Sp6 present sur le plasmide de 
clonage du TA cloning kit*. La reaction pr6alable au 
s€quen9age a ensuite 6t# ef fectuee selon la mfitliode 
S pr6conis6e pour 1 'utilisation du kit de s^quen^age "Prism 
ready reaction kit dye deoxytenninator cycle sequencing 
kit" (Applied Biosystems, ref. 401384) et le s^quen^ge 
automatique a et6 r6alis6 avec l*appareil ** Automatic 
Sequencer, module 373 A Applied Biosystems, selon les 

10 instructions du fabricant. 

L' analyse discriminante sur les banques de 
donn6es inf ormatiques des sequences clon&es Ik partir des 
fragments d'ADN presents dans le melange r6actionnel a 
permis de mettre en Evidence une sequence de .type 

15 retroviral. Le clone correspondant PSJ17 a 6t6 entidrement 
sequence et la sequence obtenue, pr^sent^e dans la figUre 
8 et identifiSe apr SEQ ID N09, a 6t6 analys^e it I'aide du 
logiciel "Geneworks®" sur les banques de donn6es 
actualis^es "Genebank®** . L' analyse des banques de donn6es 

20 n*a pas permis de trouver de sequence identique d6jlk 
d^crite. Seule une homo log ie partielle a pu Stre retrouv^e 
avec certains Pigments retroviraux connus. L*homologie 
relative la plus intSressante concerne un retrovirus 
endogdne dSnomme ERV-9, ou HSERV*9, selon les references 

25 (La Hantia et coll.. Nucleic Acids Research, 1991, 19, 
1513-1520) . 

EZEKPIiB 5: Amplification PGR de la sequence 
nucieique contenue entre la region 5» definie par le clone 
30 "pol MSRV-IB" et la region 3' definie par le clone PSJ17, 
Cinq oligonucleotides, MOOl, M002-A, M003-BCD, 
P004 et POOS, ont ete definis pour amplifier de I'ARN 
provenant de virions purifies POL-2. Des reactions de 
contrQle ont ete effectu6es de manidre a contr61er la 
35 presence de contaminants (reaction sur de I'eau). 
L* amplification consiste en une etape de RT-PCR selon le 
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protocole d^crit: dans l*Exemple 2, suivie d'une PGR 
"nich^e" selon le protocole PGR dScrit dans la demande de 
brevet EP-A-0569272 . Dans le premier cycle RT-PCR, les 
eunorces MOOl et: P004 ou POOS sont utilis€es. Dans le 
deuxidme cycle PGR, les amorces M002-A ou N003-BGD, et: 
1* amorce P004 sont: ut:ilis€s. Les amorces sont positionn6es 
comme suit: 
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M002-A 
MO 03 -BCD 



NOOl 



P004 



POOS 



ARN 



POL-2 

< > 

pol MSRV-1 



PSJ17 



10 Leur composition est: 

amorce NOOl: GGTCITICCICAIGG (SEQ ID N02 0) 
amorce M002-A: TTAGGGATAGCCCTCATCTCT (SEQ ID N021) 
amorce M003-BCD: TCAGGGATAGCCCCCATCTAT(SEQ ID N022) 
2Uiiorce P004: AACCCTTTGCCACTACATCAATTT (SEQ ID N023) 

15 amorce POOS: GCGTAAGGACTCCTAGAGCTATT (SEQ ID N024) 

Le produit d* amplification **nich6e" obtenu -et 
d6nomm6 M003-P004 est prisent^ dans la figiire 9, et 
correspond ^ la sequence SEQ ID N08. 

20 BXEMPLE 6: AMPLIFICATION ET CLONAGE D'UNE PORTION 

DU GENOME RETROVIRAL MSRV-1 A L'AIDE D»UNE SEQUENCE DEJA 
IDENTIFIEE, DANS UN ECHANTILLON DE VIRUS PURIFIE AU PIC 
D'ACrrVITE TRANSCRIPTASE INVERSE 

Une technique PCR derivSe de la technique publi6e 

25 par Frohman et coll. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1988, 
85, 8998-9002) a ete utilisee. La technique d6riv6e 
permet, & l*aide d*une amorce spScifique en 3 ' du g6nome & 
amplifier, d'Slonguer la sequence vers la region 5* du 
genome & analyser. Cette variante technique est d6crite 

30 dans la documentation de la firme ••Clontech Laboratories 
Inc., (Palo-Alto California, USA) fournie avec son produit 
"S'-AmpliFINDER™ RACE Kit", qui a ete utilise sur une 
fraction de virion purifife comme dfecrit pr ^c^demment • 

Les amorces 3' specif iques utilis6es dans le 

35 protocole du kit pour la synthase du cDNA et 
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1 tasqplif ication PGR sont: respect ivement compl&nentaires 
aux sequences MSRV-1 suivantes: 

cDNA : TCATCCATGTACCGAAGG (SEQ ID N025) 

5 amplification : ATGGGGTTCCCAAGTTCCCT (SEQ ID N026) 

Les produits issus de la PGR ont 6t6 purifies 
apr&s purification sur gel d* agarose selon les m^thodes 
convent ionne lies (Sainbrook J., Fritsch E.F., et Naniatis 

10 T., Molecular cloning, a laboratory manual. Cold Spring 
Harbor Laboratory Press, 1989) , puis resuspendus dans lOml 
d'eau distil lee. Une des propriet6s de la polymerase Taq 
consistant & ajouter une adenine d I'ext6init6 3* de chacun 
des deux brins d'ADN, I'ADN obtenu a 6t6 directement 

15 ins6r6 dans un plamide d l"aide du kit TA Cloning™ 
(British Biotechnology). Les 2^1 de solution d'ADN ont 6t6 
melanges avec S/il d'eau distill^e sterile, 1^1 d'un 
tampon de ligation 10 fois concentre "lOX LIGATION 
BUFFER", 2/il de "pCR™ VECTOR" (25 ng/ml) et l/il de "TA 

20 DNA LIGASE". Ce melange a 6t6 incub^ une nuit a 12 •C. Les 
stapes suivantes ont 6t6 r6alis6es conformfement au 
instructions du kit TA Cloning* (British Biotechnology) . A 
la fin de la procedure, les colonies blanches de bact^ries 
recombinantes (white) ont 6t§ repiqu6es pour 6tre 

25 cultiv6es et permettre 1' extraction des plasmides 
incorpor6s selon la procedure dite de "miniprep" (Sambrook 
J., Fritsch E.F., et Maniatis T., Molecular cloning, a 
laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, 
1989) . La preparation de plasmide de chaque colonie 

30 recombinante a 6t6 coupee par une enzyme de restriction 
appropriSe et analysee sur gel d» agarose. Les plasmides 
possfidant un insert dfetectS sous lumiSre UV aprds marquage 
du gel au bromure d'ethidium, ont 6t6 s61ectionn6s pour le 
sfiquen^age de 1» insert, aprSs hybridation avec line amorce 

35 compl6mentaire du promoteur Sp6 present sur le plasmide de 
clonage du TA Cloning Kit«. La reaction pr6alable au 
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s6quen9age a ensuite ete ef fectu^e selon la m^^ode 
pr6conis6e pour 1 'utilisation du kit de s^quengage "Prism 
ready reaction kit dye deoxyteminator cycle sequencing 
kit** (Applied Biosystems, ref. 401384) et le sSquen^age 
S automatique a €t6 r^alisS avec l*appareil **automatic 
sequencer, noddle 373 A Applied Biosystems selon les 
instructions du fabricant. 

Cette technique a d'abord et6 appliqu6e k deux 
fractions de virion purifi6 comme dScrit ci*apr6s, sur 

10 saccharose k partir de I'isolat "POL-2" produit par la 
lign6e PLI-2 d'une part, et i partir de 1 ' isolat MS7PG 
produit par la lign^e LM7PC d* autre part: les surnageants 
de cultiures son^ collecb^s deux £ois par* seraaxne, pr6~ 
centrifuges Sl 10 000 trs/min pendant 30 minutes pour 

15 eiirainer les dSbris cellulaires, et ensuite, congel6s & 
-80^C ou utilises tels quels pour les etapes suivantes. 
Les surnageants frais ou d6congel6s sont centrifuges sur 
un coussin de PBS-glycerol 30% k 100 OOOg (ou 30 000 
trs/min dans un rotor LKB-HITACHI de type 45 T) pendant 2h 

20 k 4*C, Aprds elimination du surnageant, le culot sediments 
est repris dans un petit volume de PBS et constitue la 
fraction de virions concentres, ma is non purifies. Le 
virus concentre est ensuite depose sur un gradient de 
sucrose dans un tampon PBS sterile (15 k 50% poids/poids) 

25 et ultracentrifuge a 35 000 trs/min (100 OOOg) pendant 
12 h a +4®C dans un rotor k godets. 10 fractions sont 
recueillies et 20^1 sont preieves dans chaque fraction 
apres homogeneisation pour y doser I'activite 
transcriptase inverse selon la technique decrite par H. 

30 Perron et coll* (Res. Virol., 1989, 140, 551-561). Les 
fractions contenant le pic d'activite RT "de type LM7" 
sont ensuite diluees dans du tampon PBS sterile et 
ultracentrifugees une heure a 35 000 trs/min (100 000 g) 
pour sedimenter les particules virales. Le culot de virion 

35 purifie ainsi obtenu est alors repris dans un petit volume 
d • un tampon adequat pour 1 • extraction d * ARN . La reaction 
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de syn'thdse de cDNA mentionnee plus haut es't r6alis6e sur 
cet ARN extrait de virion extracelliilaire purifi6. 
L'amplif ica'tion PCK selon la technique cit:6e plus-haut a 
persiis d'obtenir le clone Fl-11 dont la sequence 
5 identifiSe par SEQ ID N02, est prfisent^e dans la figure 
10- 

Ce clone permet de d^finir, avec les diff6rents 
clones pr^alablement s6quenc§s, une region representative 
du gdne *'pol" du retrovirus MSRV-1, telle que prSsentfie 

10 dans la figure 11. Cette sequence denommSe SEQ ID NOl est 
reconstitute ^ partir de difftrents clones se recouvrant & 
leurs extrtmitSs, en corrigeant les artefacts li6s aux 
amorces et aux techniques d* amplification ou de clonage, 
qui interromperaient artif iciellement la trame de lecture 

IS de 1* ensemble. 

Dans la figure 11, la trame de lecture 
potent ielle avec sa traduction en acides amines est 
pr6sent6e en dessous de la sequence en acides nucl6ic]ues. 

20 EXEMPIiB 7 : CAPTURE, AMPLIFICATION ET CLONAGE 

D»UNE PORTION DU GENOME MSRV-2 A L'AIDE D'UNE SEQUENCE 
DEJA IDENTIFIEE, DANS UNE CULTURE INFECTEE PAR MSRV-2 

Les surnageants d'une culture cellulaire 
25 exprimant une activity transcriptase inverse "de type LM7" 
similaire a celle dfecrite par H. Perron et coll. (Res. 
Virol., 1989, 140, 551-561) ont 6t6 collect6s 
r6guli&rement pendant plusieurs semaines et conserves 
congel&s d -SCC aprSs addition de 10% de glycerol. 
30 L* ensemble des surnageants a ensuite et6 dScongel^ afin de 
concentrer les particules infectantes par 

ultracentrifugation et de les purifier par centrifugation 
ik I'fequilibre sur gradient de saccharose; 1» activity 
transcriptase inverse a ensuite 6t6 mesurSe dans les 
35 difffirentes fractions collect6es sur le gradient selon la 
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]ii6thodologie d^crite par H. Perron et coll., (Research in 
Virology, 1992, 143, 337-350). 

Les dif f 6rent:es fractions repr^sentian^t le pic 
d* activity t:ranscript^ase inverse ont 6t6 regroupSes afin 
S d*en ex^raire les acides nucl^iques selon un pro^ocole 
destine & la purification d*ARN dScrit par P . Chomzynslci et 
N. Sacchi (Analytical Biochemistry, 1987, 162, 156-159), 
mais les acides nucl6iques extraits n'ont pas 6t6 traitfis 
par I'ADNase. Une amplification PGR derivfee de la 

10 technique dfecrite par Shih et coll. (J. Virol., 1989, 63, 
64-75) a §t6 effectuee directement sur cet 6chantillon 
d* acides nucleiques non traitfe par I'ADNase, selon un 
proc6d6 d» amplification d'ARN tel que dScrit dans la 
demande de brevet EP-A-0 569 272, dans un volume total de 

15 100 Ml/ contenant 200ng d'ARN, 1 m1 d'ARN Guard, 33 /imoles 
de chaque melange d» amorces (MOP) dScrits par Shih 'et 
coll., et identiques h ceux utilises pour la PCR (ADN) 
directe ; 0,25mM de chaque dNTP, IOmI de tampon lOX, 2,5 u 
d' enzyme Tag et 0,4 m1 d* enzyme RT (RT-AMV; lOu) sont 

20 aussi ajout6s aux 6chantillons. Les cycles d* amplification 
sont r6alis6s comme suit: denaturation de l^ARN 65<»C/10 
minutes, synthase de l^ADNc 50»C/8 minutes puis les cycles 
sont identiques a ceux de la PCR decrite par Shih et 
collaborateurs. Des reactions de contr61e ont 6t6 

25 effectu6es de manidre a controler 1» absence de 
contaminants (rfeaction sur de I'eau). Les produits ont fetfe 
analyses sur gel d'acrylamide 10%. 

Les 6chanti lions amplifies par RT-PCR ont ensuite 
6t€ clones et sequences selon les techniques dScrites dans 

30 I'exemple 1. 

La majorite des clones sequences 3l partir du 
produit de RT-PCR correspond i la sequence MSRV-2A et & 
son 6quivalente MSRV-2B prec6demment dfecrites dans les 
exemples 1 & 3 . 

35 Par ailleurs, apr6s Elimination des sequences 

artfefactuelles, il s'avSre que les autres clones s£quenc6s 
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correspondent i des sequences de type MSRV*1 telles que 
d6crites dans les exemples 1^3. 

Aprds la verification des sequences pr^sentes 
dans ce materiel nucl&ique provenant de ces fractions 
5 purifi6es contenant des part icu les infectantes dont au 
moins une partie est associ6e k une activity transcriptase 
inverse, le materiel nuclSique restant a €t,€ utilise potir 
effectuer une capture specif ique des acides nucl6iques 
poirtant la sequence MSRV2 prSalablement identifide et 
10 d6crite dans les exemples 1 Ik 3* 

Dans une etape pr^alable, le materiel g^nStique 
portant la sequence NSRV2 a 6te amplifi6 par une technique 
PGR monodirectionnelle de 50 cycles Sl l*aide d*une seule 
eunorce. Cette amorce est coupl^e S une molecule de biotine 
15 a son extr^mitfe 3*, permet 1 'amplification 
monodirectionnelle de 3' vers 5" et correspond i -la 
sequence suivante S£Q ID NO 3 0 : 

5* TAAAGATCTAGAATTCGQCTATAGGCGGCATCCOGCMiCT 3" 

20 

Ensuite, la capture a 6t6 effectu6e en solution 
avec des billes magn6tiques coupl^es i I'avidine 
(Dynabeads®) selon les instructions du fabricant (Dynal) 
et, aprds une serie de lavages a temperature ambiante 

25 permettant d'eliminer les acides nucieiques non couples 4 
une biotine, une PGR a 6t6 effectu6e directement sur ces 
billes lav£es avec une amorce spficifique en 3 • et une 
amorce en 5* apportSe par une solution d* oligonucleotide 
de 10 bases (10 mer) avec une sequence al^atoire. 

30 amorce d ' amplification specif ique orientte de 

3* vers 5' correspond Sl la sequence identifi6e par 
SEQ ID NO 13: 

5" GCATCC6GCAACT6CAC6 3" 

35 
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La PGR effectuee Sl 35«C sur 40 cycles avec ces 
eunorces a peimis d* amplifier le materiel g6n6tique 
sp6cif iquement: biotinil^ par la premiere 6tape de PCR 
captvir6 sur les billes Dynabeads**. Aprds clonage avec le 
5 kit "TA cloning" de 1*ADN amplifiS par cette seconde 6t:ape 
de PCR et: sSquengage des clones recombinants, selon les 
techniques d^crites dans l*exemple 1, une sequence de 748 
paires de bases a 6t6 obtenue. Cette sequence d'acides 
nucl6iques SEQ ID N012 est pr6sent6e dans la figure 12. 

10 Cette sequence 61ongu6e sera d^nommSe ensuite MSRV-2EL1. 

La sequence inverse compl^mentaire de 1* amorce 
SEQ ID N013 est presente a I'extremite 3* et est encadrte 
sur la figure 12. En amont de cette amorce, on retrouve la 
sequence d^j^ identifi^e dans les clones MSRV-^2A et MSRV- 

IS 2B. 

La traduction en acide amines de cette sequence 
selon les 6 trames de lectures possibles est pr6sent6e 
dans la figure 13. 

Un alignement de la sequence MSRV2-A 

20 (SEQ ID NO 10) sur la sequence MSRV-2EL1 (SEQ ID NO 12) est 
pr6sent6 dans la figure 14. On note que la sequence MSRV- 
2 A est rigour eusement identique h la sequence 61ongu£e, 
hormis quelques diffferences dans la region correspondant 
aux amorces degen6r6es utilisSes pour obtenir MSRV-2A. 

25 Cette region est soulignee dans cette figure ; par 
ailleurs, la region d "hybridation de 1« amorce SEQ ID N013, 
(hormis la queue de clonage) est encadree, celle de 
1* amorce SEQ ID N014 est pr6sent6e entre crochets. La 
sequence rfeelle du genome MSRV-2 dans cette region est 

30 vraisemblablement celle de MSRV-2EL1, oH elle n»a pas 6t6 
impos6e par des amorces hybrid6es & basse stringence comme 
c*est le cas pour MSRV-2A (et MSRV-2B de mSme) . 

La s6quence MSRV-2 ELI correspond done & une 
nouvelle region s6quenc6e du g6nome MSRV-2. Ceci a 6t6 

35 v6rifi6 i I'aide de nouvelles amorces PCR d^finies dans 
MSRV-2EL1 et MSRV-2A qui ont permis une amplification 
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specif ique sur les acides nuclSiques ut.ilis6s pour le 
clonage d6crit dans cet exemple. 

Les exemples sulvants pr^sentent: diff6rente 
r6sultat:s d* amplifications specifiques NSRV2 qui 
5 confirment la relation avec la presence d* agent infectant 
correspondant dans les cultures cellulaires ddcrites, pour 
permettre I'isolement d'un virus de type LM7 (H. Perron et 
coll. Res- Virol. 1989; 140, 551-561) et, aussi, in vivo, 
Chez les patients atteints de SEP. 

10 Le r^sultat d * interrogation de la banque de 

donn6e Genebank®, actualisee en aoat 1994, avec la 
sequence MSRV-2EL1 ne montre aucune homologie 
significative avec des sequences g6n€tiques connues ^ ce 
jour. Cependant, 1 * interrogation des traductions possibles 

IS en acides amines selon les 6 trames de lecture 
potentielles de cette sequence MSRV-2EL1, montre des 
homologies part iel les avec des sequences bact£riennes, 
virales ou cellulaires. 

L* absence d* amplification PCR avec des amorces 

20 sp6cifiques sur de 1*ADN humain normal montre qu'il ne 
s*agit pas d*une sequence d'origine cellulaire. MSRV-2 est 
done un agent infectant exogdne & l*homme. Cependant, la 
natiire d6g6ner6e des melanges d* amorces, utilis^es selon 
des variantes de la technique decrite par Shih et coll., 

25 qui ont permis 1 • identification des premiers 616ments de 
sequence d^nomm^s MSRV-2A et MSRV-2B, peut avoir permis 
l*eunplif ication imprSvue d'un genome n ' appartenant pas & 
un retrovirus, ni meme & un gene codant pour une ADN- 
polymerase ARN-d^pendante, La co-d6tection quasi- 

30 systematique de MSRV-1 dans les cultures provenant de SEP 
et exprimant une activite transcriptase inverse peut 
s*expliquer par une association pathologique entre dexix 
agents difffirents dont l»un au moins est un retrovirus 
(MSRV-1) . 

35 La detection chez les malades de ces deux types 

de sequences decrite dans les exemples suivants corrobore 
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une association pathologique. Cependant un seul de ces 
616]iients peut suffire ^ expliquer la pathologie induite 
dans la SEP. 

5 BZmCPIiB 8: DETECTION DE SEQUENCES SPECIFXQUES 

MSRV-2 DANS DIFFERENTS ECHANTILLONS DE CELLULES HUMAINES 
PROVENANT DE PATIENTS ATTEINTS DE SEP OU DE TEMOINS 

La Sequence MSRV-2EL1 (SEQ ID N012) a permis de 
10 dfifinir plusieurs couples d' amorces oligonucl^otidigues 
utilisables pour 1 • amplification d'ADN ou d*ARN 
sp6cific[ues par la technique PCR. 

Les amorces dSfinies ci-apr6s ont permis de 
r6aliser une detection sp^cifique du genome MSRV-2 dans 
15 diffSrentes cellules humaines, par une 6tape de RT-PCR 
selon un un proc6d6 d* amplification d^ARN tel que dfecirit 
dans la demande de brevet n« EP-A-0 569 272. 

Les amorces utilisees sont les suivantes: 

20 amorce 5\ identififie par SEQ ID N014 

5*6TAGTTC6AT6TA6AAA6CG 3* 

amorce 3 • , identif iee par SEQ ID N015 
5 * 6CATCC66CAACT6CAC6 3" 

25 La PCR est effectu^e selon une succession de 35 

cycles enchalnant, aprds l*€tape de synthase de I'ADNc, 1 
min, a 94»C, 1 min, Sl 54«C et 1 min, a 72«C* 

L'ARN total extrait de diff brents types de 
cellules selon la technique dScrite par P.Chomzynski et N. 

30 Sacchi (Analytical Biochemistry 1987 ; 162 , 156-159) sans 
traitement par I'ADNase, a 6t6 utilise dans cette reaction 
RT-PCR • 

Dans la figure 15, sont pr#sent6s les rSsultats 
de PCR a partir d'une photographie sous lumiSre ultra- 
35 violette d'un gel d* agarose impr6gn6 de bromure 
d'Sthidium, dans lequel on a effectu6 une Slectrophordse 
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des produi^s d* amplification PGR d^posSs s6par&&ent dans 
les diff brents puits. 

Le puits numero 1 contient: un melange de 
marqueurs de poids mol^culaire AON et les pul^s 2 & 9 
5 repr<§sentent , dans l*ordre les produits amplifies k partir 
des ARN totaux des cellules suivantes: 

2-LM7PC (ECACC n»93010817) ; 3-PLI2 (ECACC 
n®92072201) ; 4-cellules de mSdulloblastome humain; 5-MRC~5 
(Fibroblastes humains de poumons embryonnaires) ; 6- 
10 cellules mononucl^es sanguines huamines de donneur sain; 
7- cellules provenant d»un melange de ligntes 
lymphoblastoldes B d6riv6es du sang p6riph6rique de 
differents patients atteints de SEP; 8- cellules provenant 
d'une lignee lymphoblastoide B d^riv^e du sang 
15 p6ripli6rique d»un patient atteint de SEP; 9- t^moin ne 
contenant pas d'acides nuclSiques (tSmoin "eau"*) • 

On peut constater 1* existence d'une bande d*ADN 
sp6cifique d' environ 700 paires de bases, correspondant i 
la taille attendue, amplifi^e dans les 6chanti lions 
20 provenant de patients atteints de SEP (LM7PC, PLI2, 
lign^es de lymphocytes B) et non dans les cellules testfies 
provenant des tSmoins non-atteints de SEP (MRC5, cellules 
mononucl^es sanguines et mSdulloblastome) • 

25 EUMPLE 9: DETECTION DE SEQUENCES SPECIFIQUES 

MSRV-1 et MSRV-2 DANS DIFFERENTS ECHANTILLONS DE PLASMA 
PROVENANT DE PATIENTS ATTEINTS DE SEP OU DE TEMOINS 

La mSme technique RT-PCR que celle d6crite dans 
30 I'exemple 8 a 6t6 utilisee pour detecter les genomes MSRV- 
1 et MSRV-2 dans des plasmas obtenus aprSs pr616vement de 
sang sur EDTA de patients atteints de SEP et de t^moins 
non-SEP. 

L* extraction des ARN de plasma a 6t6 effectu6e 
35 selon la technique decrite par P.Chomzynski et N- Sacchi 
(Analytical Biochemistry, 1987, 162, 156-159), aprds 
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addition d*iin volume du tampon contenant du guanidinium 
thiocyanate & 5 ml de plasma gardS conge 16 Ik -SO^^C aprds 
recueil. 

Pour MSRV*2, la PCR a 6te effectu6e dans les 
S m6mes conditions et avec les m^mes amorces que celles 
d6crites dans I'exemple 8. 

Pour MSRV-1, 1» amplification a 6t6 effectu6e en 
deux Stapes. De plus, 1 *6chantillon d'acides nucl6iques 
est pr6alablement traite par l*ADNase et un contrdle PCR 
10 sans RT (transcriptase inverse AMV) est effectu6 sur les 
deux Stapes d* amplification de mani&re Sl verifier que 
1 'amplification RT-PCR provient exclusivement de 1*ARN 
MSRV-l. En cas de contrdle sans RT positif, 1 ■ Schantillon 
aliquotS d*ARN de depart est ^ nouveau traitS par l*ADNase 
IS et amplifiS k nouveau. 

La premidre Stape de RT-PCR MSRV-1 est effectuSe 
selon une variante du procSde d 'amplification d'ARN tel 
que dScrit dans la demande de brevet n** EP-A-0 569 272. 
Notamment, I'Stape de synthase d'ADNc est effectuSe & 42'*C 
20 pendant une heure et 1 'amplification se dSroule sur 40 
cycles, avec une temperature d' hybridation des amorces 
("annealing") de 53 •C. Le volume rfiactionnel est de lOO/xl* 

Les amorces utilis^es pour cette premiere 6tape 
sont les suivantes: 

25 

amorce 5', identififee par SEQ ID N016 
S'AGGAGTAAGGAAACCCAACGGAC 3" 
amorce 3 ' 

5'TAA6A6TT6CACAA6T6C6 3*, identifi^e par SEQ ID N017 

30 

Aprds cette etape, 10^1 du produit 
d' amplification est pr61ev6 et utilis6 pour r^aliser une 
deuxidme amplification PCR dite "nichfie" avec des amorces 
situfies ii I'intSrieur de la region d6ja amplifi^e. Cette 
35 deuxidme 6tape se d^roule sur 35 cycles, avec une 
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^eiqp^rature d» hybridation des amorces (••annealing") de 
53 ^C. Le volvune rfiactionnel est de 100/il. 

Les eunorces utilisSes pour cette deuxidme £tape 
sont les suivantes: 

5 

amorce 5', identififee par SEQ ID N018 
5*TCIk66GATA6CCCCCXTCTAT 3* 

amorce 3*, identifi6e par SEQ ID N019 
5 * JUkCCCTTTGCCACTACATCAATTT 3 ' . 

10 

Dans les figures 17 et 18, sont present 6s les 
r^sultats de PGR h partir de photographies sous lumi^re 
ultra-violette de gels d^ agarose impr6gn6s de bromure 
d*6thidium, dans lesquels on a effectuS une 61ectrophor6se 

15 des produits d^ amplification PGR d^pos^s s6par6ment dans 
les diff6rents puits. 

La figure 16 represent e le rSsultat de 
1 •amplification specif ique MSRV-2: 

le puits num6ro 8 contient un melange de 

20 marqueurs de poids mol^culaire ADN et les puits 1 & 7 
reprfesentent , dans I'ordre, les produits amplifies & 
partir des ARN totaux de plasmas provenant de 4 t6moins 
sains exempts de SEP (puits 14 4) et de 3 patients 
atteints de SEP, Sl diffSrents stades de la maladie (puits 

25 5 4 7). 

Dans cette s6rie, du materiel nucl6ique MSRV-2 
est detects dans le plasma d'un cas de SEP (puits n« 6) 
sur les 3 testes : Gf bande 4 environ 700 pb, 693 pb 
exactement ; et dans aucun des 4 plasmas t6moins ne 
30 contient de materiel nuclSique. D'autres rfesultats obtenus 
sur des series plus gtendues confirment ces r6sultats. 

La figure 17 reprfesente le rSsultat de 
1« amplification sp6cifique par RT-PCR ••nichSe"' MSRV-1: 

Le puits N«l contient le produit PGR effectu6 
35 avec de l*eau seule, sans addition de transcriptase 
inverse AMV; le puits N«2 contient le produit PGR effectufe 
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avec de l*eau seule, avec addition de transcriptase 
inverse AMV; le puits numSro 3 contient un melange de 
marc[ueurs de poids molSculaires AON; les puits 4 i 13 
contiennent, dans l*ordre, les produits amplifies A par^ir 
5 des ARN totaux extraits de fractions de gradient de 
saccharose (collectSes du haut vers le bas) sur lequel un 
culot de virion provenant d*un surnageant de culture 
infect6e par NSRV-1 et MSRV-2 a et6 centrifuge A 
I'fequilibre selon le protocole dficrit par Perron et coll. 

10 (Research in Virology 1992, 143, 337-350); dans le puits 
14 rien n*a ^t^ d^pos^; dans les puits 15 sk 17 on a dSposfi 
les produits amplifies d'ARN extrait de plasmas provenant 
de 3 patients diffSrents atteints de SEP, i difffirents 
stades de la maladie. 

15 Le g6noxne retroviral MSRV-1 est bien retrouvfe 

dans la fraction du gradient de saccharose contenan't -le 
pic d' activity transcriptase inverse mesur^e selon la 
technique dScrite par H, Perron et coll. (Res. Virol. 
1989; 140, 551-561), avec une tr^s forte intensity 

20 (fraction 5 du gradient, dSposSe dans le puits N**8) . Une 
16gdre amplification a eu lieu dans la premidre fraction 
(puits M*'4) correspondant vraisemblablement h de I'ARM 
lib€r6 par des particules lys6es qui flottait h la surface 
du gradient; de m^me, des debris agrSg^s ont s6diment6 

25 dans la dernidre fraction (fond de tube), cf puits n« 13, 
entralnant quelques copies de genome MSRV-1 c[ui ont donn£ 
lieu Si une amplification de faible intensity. 

Sur les 3 plasmas de SEP testes dans cette s6rie, 
1*ARN MSRV-1 a 6t6 retrouv6 dans un cas, produisant une 

30 amplication trds intense (puits N**17) . 

Dans cette s6rie, le genome ARN retroviral MSRV-1 
correspondant vraisemblablement des particules de virus 
extracellulaire pr^sentes dans le plasma en nombre 
extrdmement faible, a 6te detectfe par RT-PCR "nichfee" dans 

35 un cas de SEP sur les 3 testes. D'autres r^sultats obtenus 
sur des series plus etendues confirment ces resultats. 
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II est. vraisemblable c[ue du virus libre peu^ 
clrculer dans le flux sanguin de patients en phase de 
pouss6e alglie, en dehors du systdme nerveux. Ceci es't 
compatible avec 1' existence quasi-syst6mat:lque de 
5 "brSches** dans la barridre h6mato-enc6phalique des 
patients en phase de SEP. 

II est ainsi possible, outre de r6aliser un 
diagnostic de 1* infection et/ou de la r6activat:ion NSRV-1 
et/ou NSRV-2, d*6valuer une thSrapie dans la SEP sur la 
10 base de son efficacite Sl "negativer" la detection de ces 
agents dans les fluides biologiques des patients. 
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REVEMDICATIOHS 

1/ Association de deux agents pathogdnes et/ou 
infectants asscci^s 3l la sclerose en plaques, & savoir, un 
premier agent qui consiste en un virus humain, poss^dant 
S une activity transcriptase inverse, et apparent^ A une 
faunille d* Elements retroviraux endogdnes, ou un variant 
dudit virus , et un second agent , ou un variant dudit 
second agent, ces deux agents pathog&nes et/ou infectants 
6tant issus d ' une meme souche vira le choisie parmi les 
10 souches denoiiun§es respect ivement POL-2, d6pos€e le 
22 . 07 . 1992 aupr&s de 1 * ECACC sous le nvunSro d 'accds 
V92072202 et MS7PG dSpos^e le 08.01.93 auprds de 1* ECACC 
sous le numero d'accds V93010816, et parmi leurs souches 
variantes. 

15 2/ Association de deux agents pathogdnes et/ou 

infectants associ^s d la sclerose en plaques, Sl savoir, -un 
premier agent consistant en un virus humain poss^dant une 
activity transcriptase inverse, et apparent^ & une famille 
d' Pigments rfetroviraux endog&nes, ou un variant dudit 

20 virus, et un second agent, ou un variant dudit second 
agent, ces deux agents pathog6nes et/ou infectants 6tant 
produits par une m#me lignSe cellulaire choisie parmi les 
lign6es d^nommSes respect ivement PLI-2 d6pos6e le 
22 . 07 . 1992 aupr&s de 1 • ECACC sous le hum6ro d • acc6s 

25 92072201 et LM7PC depos6e le 08.01.93 auprds de 1' ECACC 
sous le ntimfero d'accds 93010817, et par toutes cultures 
cellulaires infectSes susceptibles de produire I'un ou 
1* autre des agents pathogdnes et/ou infectants, et/ou 
leurs variants. 

30 3/ Association de deux agents pathogdnes et/ou 

infectants, savoir un premier agent consistant en un 
virus, ou un variant dudit virus, dont le g6nome comprend 
une sequence nuclSotidique comprenant une sequence 
nucieotidique choisie parmi SEQ ID NOl, SEQ ID K02, 

35 SEQ ID N03, SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, 

SEQ ID N07, SEQ ID N08 , SEQ ID N09, et leurs sequences 
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corapl^mentaires, ou comprenant une sequence Equivalence, 
notamment une sequence nucl6otidique prSsentant; au moins 
50 % et pr^fErentlellemenC au moins 70 % d'homoloqie avec 
une sequence nuclSotidique choisie parmi SEQ ID NOl, 
S SEQ ID N02, SEQ ID N03, SEQ ID N04 , SEQ ID N05, 

SEQ ID N06, SEQ ID N07, SEQ ID N08, SEQ ID N09, et leurs 
sequences complEmentaires, et un second agent: pat:hog6ne 
et:/ou infectant:, dont le genome comprend une sequence 
nuclSotidique comprenant une sequence nucl6o'tidi<iue 

10 choisie parmi SEQ ID NOlO, SEQ ID NOll, et SEQ ID N012, et 
leurs sequences compleroentaires, ou comprenant une 
sequence Equivalence, notamment une sequence nuclEotidique 
prEsentant au moins 50' % et prEf Erentiellement au moins 
70 % d'homologie avec une sequence nuclEotidique choisie 

15 parmi SEQ ID NOlO, SEQ ID NOll, et SEQ ID N012, et leurs 
sequences complEmentaires. 

4/ ProcEdE de detection d'un premier agent 
pathogEne et/ou infectant, et/ou d'un second agent 
pathogdne et/ou infectant, associEs d la sclerose en 

20 plaques, caract6ris6 en ce qu'on met en oeuvre au moins un 
fragment nuclEique, ^ savoir un premier fragment dont la 
sequence nuclEotidique comprend une sequence nuclEotidique 
choisie parmi SEQ ID NOl, SEQ ID N02, SEQ ID N03, 
SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07 , 

25 SEQ ID N08, SEQ ID N09, et leurs sequences 

compl&nentaires, ou une sequence fequivalente, notammment 
une sequence nuclEotidique prEsentant au moins 50 % et de 
prEfErence au moins 70 % d'homologie avec une sequence 
nuclEotidique choisie parmi SEQ ID NOl, SEQ ID M02, 

30 SEQ ID N03, SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, 

SEQ ID N07, SEQ ID N08, SEQ ID N09, et leurs sequences 
complEmentaires, et/ou un second fragment dont la sequence 
nuclEotidique comprend une sequence nuclEotidique choisie 
parmi SEQ ID NOlO, SEQ ID NOll, SEQ ID N012, et leurs 

35 sequences compl6mentaires, ou une sequence Equivalente, 
notammment une sequence nucleotidique presentant au moins 
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50 % de pr6f6rence au molns 70 % d*homologie avec line 
sequence nucl^otidique choisle parmi SEQ ID NOlO, 
SEQ ID NOll, SEQ ID M012, et leurs sequences 

compiementaires, chacun desdlts fragments 6tant notanment 
S une sonde ou une amorce d' amplification. 

5/ Composition diagnostique, prophylactique ou 
th6rapeutique, caract6ris6e en ce qu^elle comprend un 
premier fragment nucl6ique dont la sequence nucl6otidique 
comprend une sequence nuclSotidique choisie parmi 

10 SEQ ID NOl, - SEQ ID N02 , SEQ ID N03 , SEQ ID M04, 

SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07 , SEQ ID M08, 

SEQ ID N09, et leurs sequences compl6mentaires, ou une 
sequence ^quivalente, notammment une sequence 

nucl6otidique prfesentant au moins 50 % et de pr6f6rence au 

15 moins 70 % d'homologie avec une sequence nucl^otidique 
choisie parmi SEQ ID NOl, SEQ ID N02, SEQ ID NQ3, 
SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID M07, 

SEQ ID N08, SEQ ID N09, et leurs sequences 

compl6mentaires, et/ou un second fragment nuclSique dont 

20 la sequence nucl6otidique comprend une sequence 
nucl6otidique choisie parmi SEQ ID NO 10, SEQ ID NOll, 
SEQ ID N012, leurs sequences compl6mentaires, ou une 
sequence fequivalente, notammment une sequence 
nucl6otidi(iue pr6sentant au moins 50 % et de preference au 

25 moins 70 % d'homologie avec une sequence nuclfiotidique 
choisie parmi SEQ ID NO 10, SEQ ID NOll, SEQ ID NO 12, leurs 
sequences compl6mentaires. 

6/ Proc6d6 pour detecter et/ou identifier une 
association d' agents pathologiques et/ou infectants, 

30 associfis a la sclerose en plaques, dans un gchantillon 
biologique, caract6ris6 en ce qu'on met en contact un ARN 
et/ou un ADN sp6cifique & chaque dit agent pathologique 
et/ou infectant, et/ou leur ARN et/ou ADN compl&nentaire, 
avec une association d'un premier fragment nucl6otidique 

35 et d'un second fragment nuclfeotidique, la sequence 
nucieotidique dudit premier fragment comprenant une 
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sequence nucl^otidique choisie parmi SEQ ID NOl, 
SEQ ID N02, SEQ ID N03, SEQ ID N04, SEQ ID N05, 

SEQ ID N06, SEQ ID N07, SEQ ID N08, SEQ ID N09, et leurs 
sequences complfimentiaires, ou une sequence 6qulvalente, 
5 notiaminment: une s6c[uence nucleot:idique prSsen^ant: au moins 
50 % et: de preference au moins 70 % d'homologie avec une 
sequence nucieotidique choisie parmi SEQ ID NOl, 
SEQ ID N02, SEQ ID NO 3, SEQ ID N04 , SEQ ID N05, 

SEQ ID N06, SEQ ID N07, SEQ ID N08, SEQ ID N09, et leurs 

10 sequences compiementaires, et la sequence nucieotidique 
dudit second fragment comprenant une sequence 
nucieotidique choisie parmi SEQ ID NOIO^ SEQ ID NOll, 
SEQ ID N012, et leurs sequences compiementaires, ou une 
sequence equivalente, notammment une sequence 

IS nucieotidique presentant au moins 50 % et de preference au 
moins 70 % d'homologie avec une sequence nucieotidique 
choisie parmi SEQ ID NOlO, SEQ ID NOll, SEQ ID N012, et 
leurs sequences complementaires . 

7/ Precede de detection d'un premier agent 

20 pathologique et/ou infectant, et/ou d»un second agent 
pathologique et/ou infectant, associes d la sclerose en 
plaques, caracterise en ce qu*on met en oeuvre un premier 
peptide code de manidre partielle ou totale par le premier 
fragment nucieotidique d6fini S la revendication 4, et/ou 

25 un second peptide code de maniere partielle ou totale par 
le deuxidme fragment nucieotidique defini d la 
revendication 4. 

8/ Composition diagnostique, prophylacticjue ou 
therapeutique, caracterisee en ce qu*elle comprend le 

30 premier peptide et/ou le second peptide, definis ^ la 
revendication 7» 

9/ Composition diagnostique, prophylactique ou 
therapeutique selon la revendication 8, caracterisee en ce 
qu'elle comprend un premier ligand specif ique du premier 

35 peptide, et/ou un second ligand specif ique du second 
peptide. 
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10/ Fragment nuclSotidique, caract:6ris6 en ce 
qu'il comprend une sequence nucl6ot^idic[ue choisie panii 
SEQ ID NOl, SEQ ID N02, SEQ ID N03, SEQ ID N04, 

SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07, SEQ ID N08, 

5 SEQ ID N09, SEQ ID NOlO, SEQ ID NOll et SEQ ID N012, et 
leurs sequences compl^mentalres, ou une sequence 
6quivalente, notamment une sequence nucl^otidique 
pr6sentant au moins 50%, et de pr6f6rence au moins 70% 
d* homologies avec une sequence choisie parmi SEQ ID NOl, 

10 SEQ ID NOB, SEQ ID N04 , SEQ ID N05, SEQ ID N06, 

SEQ ID N07, SEQ ID N08, SEQ ID N009, SEQ ID NOlO, 

SEQ ID NOll, SEQ ID N012, et leurs sequences 

comp lament a ires • 

11/ ARN ou ADN et notamment vecteur de 

IS replication, comprenant un fragment selon la revendication 
10. 

12/ Amorce sp^cifique pour 1 * amplification par 
polymerisation d'un ARN ou d*un ADN d'un premier agent 
pathologique et/ou infectant, et/ou d'un second agent 

20 pathologique et/ou infectant, associSs 3l la sclerose en 
plaques, caracteris^e en ce qu'elle comprend une sequence 
nucieotidique identique ou Squivalente i au moins une 
partie d*un fragment selon la revendication 10, notamment 
une sequence nucl6otidique presentant au moins 50%, et de 

25 preference au moins 70 % d*homologie avec au moins une 
partie dudit fragment. 

13/ Amorce selon la revendication 12, 
caracterisee en ce qu'elle possdde une sequence 
nucieotidique choisie parmi SEQ ID N013, SEQ ID N014, 

30 SEQ ID N015, SEQ ID N016, SEQ ID N017, SEQ ID M018, 
SEQ ID N019, SEQ ID N020, SEQ ID N021, SEQ ID N022, 
SEQ ID N023, SEQ ID N024, SEQ ID N025 et SEQ ID N026, et 
leurs sequences compiementaires. 

14/ Sonde susceptible de s'hybrider 

35 specif iquement avec un ARN ou un ADN d'un premier agent 
pathologic[ue et/ou infectant, et/ou d'un second agent 
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pa^ologique et/ou infectant, associes Sl la sclerose en 
plaques, caract6risee ce qu'elle comprend une sequence 
nucl6o^idique iden1:ique ou equivalence & au moins une 
partiie d*un fragment selon la revendication 10, noCaiuBen't 
S une sequence nucl^otidlque presentant au moins 50%, et: de 
pr6f6rence au moins 70 % d*homologie avec au moins une 
partie dudit fragment. 

15/ Sonde selon la revendication 14, caract6ris6e 
en ce qu*elle possdde une sequence nucl^otidique choisie 

10 parmi SEQ ID N013, SEQ ID N014, SEQ ID N015, SEQ ID N016, 
SEQ ID N017, SEQ ID N018, SEQ ID N019, SEQ ID N020, 
SEQ ID N021, SEQ ID N022, SEQ ID N02 3, SEQ ID N024, 
SEQ ID H025, SEQ ID N026 et SEQ ID N03, SEQ ID N04, 
SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID N07, SEQ ID NOlO, et 

IS SEQ ID NOll, et leurs sequences compl^mentaires. 

16/ Utilisation d*une sonde selon 'la 
revendication 14 ou 15, ou d*une amorce selon la 
revendication 12 ou 13, pour detecter et/ou identifier, 
dans un Schantillon biologique, un premier agent 

20 pathologique et/ou infectant, et/ou un second agent 
pathologique et/ou infectant, associes i la sclerose en 
plaques. 

17/ Agent pathogdne et/ou infectant caract6ris6 
en ce qu'il comprend un acide nucl6ique comprenant une 

25 sequence nuclSotidique choisie parmi SEQ ID NOlO, 
SEQ ID NOll, SEQ ID NO 12 et leurs sequences 

complement a ires, ou une sequence €quivalente, notamment 
une sequence nucleotidique, presentant au moins 50 % et 
pref6rentiellement au moins 70 % d'homologie avec une 

30 sequence nuclfiotidique comprenant une sequence 
nucleotidique choisie parmi SEQ ID NOlO, SEQ ID NOll, 
SEQ ID N012 et leurs sequences complementaires. 

18/ Composition diagnostique, prophylactique ou 
therapeutique, notamment pour le traitement de la sclerose 

35 en plaques, caracterisee en ce qu'elle comprend au moins 
une sequence nucleotidique identique ou equivalente h au 
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moins une parole d'un fragment selon la revendication 10, 
notamment une s6G[uence nuclSotidique prSsentant au moins 
50%, et de pr6f6rence au moins 70 % d*homologie avec au 
moins une part:ie dudit: fragment. 
5 19/ Proc6d6 pour dStecter et/ou identifier, dans 

un fechantillon biologic[ue, !• agent pathog&ne et/ou 
infectant selon la revendication 17, caract6ris6 en ce 
qu*on met en contact un ARN et/ou un ADN sp6cifique audit 
agent, et/ou leur ADN et/ou ARN compl^mentaires, avec au 

10 moins un fragment comprenant une sequence nuclSotidique 
choisie parmi SEQ ID NOlO, SEQ ID NOll, SEQ ID N012 et 
leurs sequences complementaires, ou une s&juence 
^quivalente, notamment une sequence nucl^otidicpie, 
pr6sentant au moins 50 % et pr€f ^rentiellement au moins 

15 70 % d*homologie avec une sequence nucl^otidique choisie 
parmi SEQ ID NOlO, SEQ ID NOll, SEQ ID N012 et leurs 
sequences complementaires. 

20/ Precede selon la revendication 19 caract6ris6 
en ce que, avant de mettre en contact I'ARN et/ou I'ADN ou 

20 leur ADN et/ou ARN complementaire, a la sonde, on hybride 
ledit ARN et/ou ledit ADN avec au moins une eunorce 
d' amplification comprenant une sequence nucl^otidique 
choisie parmi SEQ ID N013 SEQ ID N014, SEQ ID N015, 
SEQ ID N016, SEQ ID N017, SEQ ID N018, SEQ ID N019, 

25 SEQ ID N020, SEQ ID N021, SEQ ID N022, SEQ ID N023, 
SEQ ID N024, SEQ ID N025 et SEQ ID N026, et leurs 
sequences complementaires, ou une sScjuence Squivalente, 
notamment une sequence nuclSotidique, prSsentant au moins 
50 % et pr6f6rentiellement au moins 70 % d'homologie avec 

30 une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N013 
SEQ ID N014, SEQ ID N015, SEQ ID N016, SEQ ID N017, 
SEQ ID N018, SEQ ID N019, SEQ ID N020, SEQ ID N021, 
SEQ ID N022, SEQ ID N023, SEQ ID N024, SEQ ID N025 et 
SEQ ID N026, et leurs sequences compl6mentaires, et . on 

35 amplifie ledit ARN et/ou ADN. 
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2X/ Proc6de pour quantifier, dans un 6chantillon 
biologique, 1* express ion d*un agent infectant et/ou 
pathogdne associ^ i la sclerose en plagues^ caract6ris6 en 
ce qu*on met en contact un ARN et/ou un ADN sp6cifigue 
S audit agent et/ou leur ADN et/ou ARM compl^mentaires, au 
moins une sonde comprenant une sequence nucl6otidigue 
choisie parmi SEQ ID K013, SEQ ID N014, SEQ ID N015, 
SEQ ID N016, SEQ ID N017, SEQ ID N018, SEQ ID N019, 
SEQ ID N020, SEQ ID N021, SEQ ID N022, SEQ ID N023, 

10 SEQ ID N024, SEQ ID N025 et SEQ ID N026 et SEQ ID N03 , 
SEQ ID N04, SEQ ID N05, SEQ ID N06, SEQ ID M07, 

SEQ ID NOlO, et SEQ ID NOll et leurs sequences 
compl^mentaires, ou une sequence equivalente, notamment 
une sequence nuclfeotidicjue, prSsentant au moins 50 % et 

15 pr6f6rentiellement au moins 70 % d'homologie avec une 
sequence nucl6otidique consist ant en une sequence 
nucl^otidique choisie parmi SEQ ID N013, SEQ ID N014, 
SEQ ID N015, SEQ ID N016, SEQ ID N017, SEQ ID N018, 
SEQ ID N019, SEQ ID N020, SEQ ID N021, SEQ ID N022, 

20 SEQ ID N023, SEQ ID N024, SEQ ID N025 et SEQ ID N026, et 
SEQ ID N03, SEQ ID N04 , SEQ ID N05, SEQ ID N06, 

SEQ ID N07, SEQ ID NOlO, et SEQ ID NOll, et leurs 
sequences compl Omenta ires, et on amplifie ledit ARN et/ou 
ADN. 
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pal SHIH TGGJAftGICT 1GCC»CM3QS CUCIGAAGOC TXIUUGSIGC AGTlOaDQGA SO 
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FIG 2 

cTinaaacarr moocksvic iLTnuuiCA oGracnm: CAflGAiciRG 

OLX J C n UlC ^OGTOCAGSN flCTCTGnCC Tia>G 85 

SE.Q ID NO 3 
GmcpaxsKT MomocATC -acmasccf, qqcscisgct CAwacrnA 

GOea CTlUlL ATMCTOCSRC PSncnGSCC TTOGGT 8S 

c Ti c M gcRT aooooocajc TMnoaocw BGamGCi: c3«GRcrrGA 
GHMTicic MaodQcac acicriulu: tthg as 

S£a ID NO 5 

GrxcwaaGRT Axncraac •narroaacr qoootj^cc asRcacrnA 
QOCTGnciY iaaasrosac xricriuiu: TnoG ffi 
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CONSENSUS A r ivj t 

CrrrACGGATACCCC TCATCTCTTTCCTCA GOTACTCCCCCAAGA TCTAOCCCACncrC a> 

\ \ I A L I S t V \ Y W P K I . A T S q 

AGGTCCAGGCACTCT GTTCCTTCAG *5 
RSRHSVP. S 
GPGTL FLQ 
V Q A L C S F 

CONSENSUS B „ 

GTTCAGGGATAGCCC CCATCTATTTGGCCA GGCACTAGCTCAATA CTTGAGCCACTTCTC 60 

86 

ATACCTGGACACTCT TGTCCTTCGGT 
IPGHSCPS 
YLDTL VLR 
T W T L L S F G 

CONSENSUS C r^r.rrr.^^rxc 

GTTCAGGOVTAGCCC CCATCrAmGGC(^ GGCATTAGCCCAAGA 60 

% \ -s % v.;f v.^ V V\\ % ^ 

SGIAP lYLAR M-t'i^i 

8S 

ATACCTGGACAaCT TCTCCTTCAG 
IPGHS CPS 
YLDTL VLQ 
T W T L L S F 

CONSENSUS D „ 

GTTCAGGGATAGCTC CCATaATTTGGCCT CGCAITAACCCGAGA CTTAAGCCAGTTCTC 60 

\\\'s\ \\\\\ ^ 

SGIAP I Y L A W H . P E T . A S S H 

8S 

ATACCTGGACACTCT TGTCCTTTGG 
IRGHS CPL 
YVDTLVLW 
T W T L L S F 
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FIG 5 

Cansatsus TIOGATOCPG TGYTOCrBCA 033QQCTGAA G0CTMC3QQG ICCPGTSCCC 50 

coisaisus cacaroooGGc TATaocncT axtgga-iga OCISCTGAAG CITOG 96 
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FIGS 

a^GOCTOOC AflGAflClCTT AAATTTOCIC JCTOCIGTC GCiaCMGGT 50 

TiccAAMxa^ AMQCTOGC TCiQcicftCA GGaomaGA •racmaaGT 100 

•mAAMTMC CJM£33XC A mmUL ' lLA GICTGGAaaS TMCOOaCT 150 

joxnoGgrr Miri cft ao: cAAAftDOCDv AaGCMCi^ GatwriiA. i 200 

TMcaaggc xju r muiuL ceramcmg jvrroocaosr taxotx^ 250 

T3«n«CC JOTMMICA CTWOTWfiS AMCIO^ 300 

ixrmsDA GKKZScacc tojcwsmg ocrnaaGG caoRMcaa. 3S0 

axrmicc caMocirje luriu^i ' i ' gocmcmsqs cMCMcrnr 400 

cTTDOjaGG ocKaAAftA M^xaMo; *50 

GiooBCGGii 'mMJunuj i j ^xixfiu acA iMncaKm j^ocaAMm 500 

TGiMroagi A?^ j t - ;tT ' i '' f - * y nomcnT atoggtomg GNaocagPG so 

aOCTBCT GnMWKDA «»o 

GioroscKr cHJvau^im ' <aio3Gcaa^ cicflciULa^ txsatscn 650 

(. ■ mji ' imu i GMAKxaoT rmcriMNiA icwaacicm tcrceigmg 700 

AScxxnocT Kxacsraz A L - rimuLJ A cict»moc c 741 

f 
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FIG 9 

TCAGGGATAGCCCCCATCTATTTGGCCAQGCATrAQCXXIAAGACnTGAGTC 
AATTCTCATACCTGGACACTCTTGTCCTTCAGTAO^TGGATGATTTACTT^ 
TAGTOGCOCGTTCAGAAACCTTGTGOCATCAAGCCACXXAAGAACrCTT AA 
CnrCXTOVCTACXTGTGGCTACAAGGrrTTCCAAACrAAAGQCT 
: GCTCACAGGAGATTAGATACTNAGGGa"AAAATTATCCAAAGGCAOCAQG 
GOCCrCAGTGAGGAACXnATCCAGOCTATACTQGCTTATCCrC^ 
ACCCTAAAGOKACTAAGAQQGrrrCCrrGQCATAACAQtnTTCTGCa^^ . 
ACAGATTCCCAGGTACASCOCAATAGCCAGACCATTATATACACTAATTA 
WSGAAACTCAGAAAGCCAATACXTATTTAGTAAGATGGACACCT ACAGAA 
GTGGCrrTOCAQQCCCrAAAGAAQCSCOCTAACCCAAGOCCC^ 
TTGCCAACAGGGCAAGAI 1 1 1 ICl I lATATGOCACAGAAAAAACAGGAAT 
AGCTCTAGGACTCXTTACGCAGGrCTCAGQGATGAQCnTQCAAOCCGr^ 
ATACXTGAGrAAGGAAATTGATGTAGrGGCAAAGGGTT 



SEQ ID NO a 
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I. 20 30 WtB 40 so « ™ 

« JO 100 no 120 UO MO 

ISO ICO «o in ISO aao aw 

M m Ctt « TI» Jtt OK OB OC CW JUB CW OOC *Tr W « M « » « OCT «c w . 

r r - - * * ^ 

320 SO * 340 aSO liO *» »• 

EM MO no MO no um imim 

"5 *"! ^^ ^ ^^^ 

*- «• *^ 

LTo s \ % s % A ^ - , ^ % % ^ % 

In r - - ".iSMW— cr— ^i*- M ^ * 

. • • ^ ^ ^ * ^ 

w to; ti; '■»«• "1 

.^^n^r*-*-* * * ' iJLitHSoA^iiw.* m * o ** * * * * * ^ • 

Jr - - - ■ ■ ■ ^M u—or— ^iw.- Ul " * - ■ * ■ 

«M OM OtO »00 «0 «0 *30 

CM « « OB « Ik no au^ OBC ors g» «c w J«p <^ a« «» 

^:Ln r*- - - - «^-^«^««^*'«-- ^ * * * ^ 

MO 9S0 s«o rn 9m **o ""J 

r - - - - ' ^oBUttiicr—p-i.*' Ul^ 

1010 1020 1080 MM 1050 10(0 UM 

_ff « r n r r -t—mMni cr «»-l • 1*1-—*—*—* — • — • — • — * — ^ 

lOM UOO 1110 U20 1130 11*0 USD 

F IG 11 S£a ID NO 1 
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10 20 30 40 

TOCAAk*.iivAC3CQC nULlUWUVlAQGC CICAGIAOaSGNBIG p |Q ^2 
5J 60 70 80 90 

100 110 120 130 

• * - • 

GCSACCAATOOCTCGC CAQCXTOCGOQCCRG CGCCTOBlTOCaVlT 

150 160 170 180 
* * ♦ ♦ « 

ooccftGoaccAasoc GAiMcaooooocaT asoQaooGacRocGc 

190 200 210 220 

* * * * 

°*«aGaax3Qcaac KMxxsoaxxncrc McaaaaacacTOBxc 

230 240 250 260 270 

* * * • * 

GMCCKrrcaaoesoc CKmocoaoBnac aoBAiociGoiTGGak 

280 290 300 310 
• . « 

G^ocaoGccciaac aacMcvaaaaa Gmcnaenaiacxnxs 

320 330 340 350 360 

* • • • ♦ 

v.iwAvw3c a oeaA c A sc n Gcaoooo Qu r Q aaL- ' inj | ^ > a ;^ ^ Ln; 

370 380 390 400 
* • ♦ ♦ 

GXCGTBA3IGSIGRT catcuxsiaaaaoc cao GAmuuLT itac 

*10 420 430 440 450 

* • • * ♦ 

J TTOCTTSraGMDOG C3IOC3ia00aSMGQC 

*<0 470 480 490 
* • • ♦ 

A3TOOOGMMOOGT C3ia(3QOC3yiaXX30C CJOOOCMCTTTGOC 

500 510 520 530 540 

* * • ♦ • 

GcxaocxnTQAOsQc AioBTOcaGaaaGAc AnocxaacGAosAc 

550 560 570 580 

* • • . 

OGAATMTOUUaGTG GAGAOOGBGCSHXaVC GAAG0Q0GQCX3AATT 

590 600 610 620 630 

* • ♦ . 

CATCaSOGflATTClA AOXXJTCaCACCTTC CGCAAAGC3mCCGG 

6*0 650 660 670 
• • • • 

AOGTOcxaariGAc ccogagcaaccccjoc AocstxroasasoocA 

680 690 700 710 720 

• * • • , 

GnATRATTTCGGCT TACGAATCAACGGGT TACCCCAGGGCX3CTC 



730 740 
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FIG 15 
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